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Uber Porphyrin—Gelatinephosphore. 


Von 


Fritz Bandow und Emil Josef Klaus. 


(Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.) 


Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 14. August 1935.) 


Uber Absorption und Fluorescenz von Porphyrinen in Lésungen 
sind schon viele Untersuchungen angestellt und wichtige Tatsachen 
ermittelt worden*). Wir haben jetzt die optischen Eigenschaften 
yon Porphyrinen in festen Grundstoffen untersucht. Dadurch 
gewinnen wir eine Erweiterung unserer Kenntnis von diesen Farb- 
stoffen; unsere Ergebnisse haben insofern eine biologische Be- 
deutung, als in der Lebewelt Porphyrine hiufig in festen Stoffen 
gefunden werden**), Der Zusammenhang unserer Versuche mit 
der sonstigen physikalischen Kenntnis iiber Farbstoffphosphore und 
iiber die optischen Erscheinungen bei der Adsorption wird an 
anderer Stelle eingehend behandelt werden. In dieser Arbeit sollen 
nur die Grundvorgiinge besprochen werden. Sie lassen sich am 
klarsten bei der Kinbettung der Porphyrine in Gelatine erkennen. 
Auch sind die Gelatinephosphore sehr gleichmabig herstellbar und 
halten sich sehr lange ohne merkliche Verianderung. 


Zur Benennung ist folgendes zu sagen: Unter einem ,,Phosphor“ ver- 
steht der Physiker einen Stoff, der absorbierte Strahlungsenergie eine Zeit 
lang ,aufspeichern® kann und nach Ende der ,,erregenden“ Bestrahlung 
allmiblich als Licht wieder abgibt; der Phosphor leuchtet nach. Das Leuchten 
wihrend der Erregung heiBt Fluorescenz; Phosphorescenz und Fluorescenz 
sind nach der bisherigen Kenntnis recht verschiedene Vorgiinge. Unsere 





*) Eine Zusammenfassung der bisherigen Kenntnis von der Fluorescenz 
der Porphyrine gab Dhéré’). 

**) Hierher gehérige Fluorescenzaufnahmen finden sich z. B. bei Borst 
und Kénigsdérffer*); Porphyrinabsorptionsspektren an Knochenschliffen 
photographierte zuerst Schumm’). 
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9 Fritz Bandow und Emil Josef Klaus, 


Gelatinepriparate zeigen rotgelbes Nachleuchten, dessen Stirke und Day, 
im einzelnen von den Herstellungsbedingungen abhingen. Im folgende, 
wird nur die Absorption und die Fluorescenz besprochen werden. 


Experimentelles. 


Die bisher untersuchten Porphyrine sind: Atioporphyrin I, das uf 


Herr Geheimrat Hans Fischer liebenswiirdigerweise iiberlie8; Hiimaty. 
porphyrin, von den Nordmarkwerken in Hamburg bezogen, und Ham, 
porphyrine, die wir uns nach den bekannten Verfahren (Garrod, H. Fische; 
aus dem Urin einer Patientin mit Porphyria acuta anreicherten. Es oj 
gleich hier bemerkt werden, daf sich grundsitzliche Unterschiede in dey 
Verhalten der verschiedenen Porphyrine nicht zeigten. 

Die Gelatine wurde uns gepulvert von den Deutschen Gelatine. 
fabriken in Schweinfurt zur Verfiigung gestellt. Wir haben sie in feste 
Schicht mit mehreren Indicatoren: gepriift; zu diesem Zweck wird ein 
passende Menge der Indicatorlésung mit etwas Gelatine soweit erwiirnt, 
daB eine Lésung entsteht, und diese dann auf Glas ausgegossen; das Vor. 
gehen ist also das gleiche wie bei der Herstellung der Porphyrinphosphore, 
Beim Erstarren entstehen die Farben, die einem py etwas iiber 5,5 zugehirer, 
In Gelatinelésungen liegt dieser Wert tiefer, und zwar etwa bei 4,5 nach 
Titrationsversuchen mit Methylrot und mit Bromphenolblau. — Die Eigen. 
luminescenz unserer Gelatine ist in dem Gebiet oberhalb 5700 A so schwach, 
daB sie gegen das Porphyrinleuchten zu vernachlissigen ist, von Sonder. 
fillen abgesehen. Es ist dabei vorteilhaft, daB der Farbstoffzusatz die Eigen- 
luminescenz des Grundmaterials schwiicht. Unter unseren Versuchs. 
bedingungen liegt der Hauptbereich der Gelatinefluorescenz bei 4200—5000 A. 

Die Herstellung der Phosphore ist folgende: zu einer ab- 
gewogenen Menge Gelatine wird die Porphyrinlésung hinzugegeben, z. B. 
2eccm auf 0,2 g; im Warmwasserbad (etwa 60°) wird Verfliissigung und 
Lésung der Gelatine erreicht, und die Lésung auf Glas ausgegossen, worau! 
das Erstarren an der Luft abgewartet wird. Zihigkeit und Oberflichen- 
spannung der Gelatinelésungen sind je nach der Zusammensetzung ver. 
schieden, so daB die Herstellung gréBerer und klarer und gleichmaBig dicker 
Schichten verschieden gut gelingt [vgl. **)]. 

Die Festlegung der Absorptionsbanden erfolgte mit dem Gitter. 
meBspektroskop nach Loewe-Schumm (Zei8) oder mit dem Spektrophoto- 
meter nach Kénig-Martens (Schmidt und Haensch). Zur gegenseitigen 
Bewertung der beiden Verfahren sei auf die Bemerkungen von Fr]. Stenger 
hingewiesen [*), 8.6]; entsprechendes gilt auch fir die Auswertung von 
Schwirzungen auf der photographischen Platte. Die Bande bei 40004 
wurde mit einem Glasspektrographen, der eine ziemlich weit in das nahe 
Ultraviolett reichende Durchlissigkeit hat (Modell QB von Steinheil), 
aufgenommen. 

Die Fluorescenz wurde mit einem groBen Dreiprismenspektro- 
graphen (GH von Steinheil) in Aufsicht photographiert. Zur Erregung 
diente eine lichtstarke Luminescenzbogenlampe (Leitz), als Filter eine Kupfer- 
oxydammoniaklésung*). Wird auBerdem noch ein UG-Filter zur Wegnahme 





*) Die Filterlésung ist bei unseren Versuchsbedingungen von 5000 A 
an undurchlissig. 
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Uber Porphyrin—Gelatinephosphore. 3 


ies blauen Lichtes eingeschaltet, so steigt die notwendige Belichtungszeit 
jn unserem Fall etwa auf das 6 fache. — Bei photometrischer Auswertung 


der Platten ist das Kameraobjektiv mit 270 mm Brennweite geeignet. Bei 


aten Phosphoren oder bei Lésungen reichen schon wenige Sekunden Be- 
Jichtungszeit aus. 

| Die Plattenschwirzung wurde mit einem Photometer nach G. Scheibe 
(Fuess) ausgemessen. Die Kenntnis der absoluten spektralen Energievertei- 


jung benotigen wir fiir unsere Betrachtungen zunichst noch nicht, wie 


sich im folgenden zeigen wird. Wir verwandten Perutz-Peromniaplatten 


und eine besondere Versuchsplatte, die wir der Agfa verdanken; sie ist 
yon Blaugriin bis etwa 7100 A sensibilisiert*). 


Die Messung der Fluorescenzstirke nahmen wir mit einem Pulfrich- 


| photometer (ZeiB) in Aufsicht vor, so daB auch Phosphore untersucht 


werden konnten. Als Vergleichslicht diente ein passend gefiltertes Gliih- 


limpchen. Abweichungen des Farbtons der Fluorescenz bei verschieden- 
' artigen Priparaten kénnen Schwierigkeiten bereiten. Die erreichte Genauig- 
keit ist aber fiir unsere Versuche ausreichend. 


Die optischen Eigenschaften von Porphyrinlésungen. Porphyrine 


' yerhalten sich in vielem wie Indicatoren; sie zeigen drei ver- 
| schiedene Formen des Absorptionsspektrums, deren Ausbildung 
‘von der Wasserstoffionenkonzentration des Lésungsmittels ab- 
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Fig. 1. Absorptionsspektren (schematisch) von Himatoporphyrin 
in einer Reihe von Pufferlésungen. 


| hingt™), Fig. 1 zeigt schematisch den Absorptionsverlaut in einer 
_ Reihe von Pufferlésungen nach Mac Ilvaine (0,1 n-Citronensdure- 
_ lésung und 0,2 n-Liésung von Na,HPO,). Die Spektralform in der 


*) Inzwischen unter der Bezeichnung ,,Spektraltotalrapid“ im Handel 


- erschienen. 


**) Die letzten experimentellen Belege hierfiir sind von Fink und 


| Mitarbeitern* 5) und von Frl. Stenger®) beigebracht worden. 
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4 Fritz Bandow und Emil Josef Klaus, 


Citronensiure heibt ,sauer Il“ und findet sich auch noch uf f 
& klar 


Ein 


Py 2,4; von p, 5,4 an haben wir das reine alkalische Spektry 
(es ist dem neutralen Spektrum in organischen Liésungsmitte 
sehr 4hnlich). In dem Zwischengebiet gibt es noch eine weite 


fiir 


Spektralform, ,,sauer I“ genannt; sie ist zB. durch den lanp 


welligen Gelbrotstreifen (dicht oberhalb 6000 A) gekennzeichne 
in der abgebildeten Pufferreihe kommt dieses Spektrum nur ; 


n 


Mischung mit dem sauren Spektrum II bzw. mit dem alkalischa 


vor. In der Nahe des isoelektrischen Punktes des Porphyrins 


Pp, 4,5 ist die Léslichkeit verringert; es treten Triibungen auf, if 


der Farbstoff allméhlich ausfillt. 


Diese verminderte Léslichkeit wirkt als Ursache mit bei der Abnahy; 


der Fluorescenzhelligkeit in der Umgebung des isoelektrischen Punkte 


eingehende Untersuchungen hieriiber stellten Fink, Weber und Hoe 
burger an**), Die Tabelle gibt unsere Messungen wieder. Wir haba, 


um geniigend stark gefirbte Gelatineschichten zu erhalten, die verhiiltni 


miBig hohe Konzentration von 0,05 mg Porphyrin je Kubikzentimeter «. 
gewandt*). In anderen Fillen gingen wir tbrigens mit der Farbstof 


konzentration noch héher, besonders wenn gute Ausbildung der Pha 


phorescenz erzielt werden sollte. 


Fluorescenzhelligkeit und py. 
Mac Ilvaines Puffer. 0,05 mg Himatoporphyrin je ccm Lésung. 


Nien wires 2,4 2,7 3,0 3,6 4,2 4,5 4,8 5,4 6,0 66 7,8 0,2n-Na,HP0m 


Rel. Helligkeit 74 47 36 26 14 10 10 11 18 24 39 38 


Die Fluorescenz der Pufferreihe haben wir mit Perut:. 


Peromniaplatten aufgenommen. Fig. 2 zeigt einige Photomete-& 
kurven. Man erkennt ohne weiteres die beiden Hauptforma,— 


Ein ausgeprigtes Fluorescenzbild, welches dem Absorption: 
spektrum ,sauer I“ entsprache, finden wir hier nicht. Dies 
Absorption kommt in Eisessig (besonders beim Erhitzen) reine 


zur Entwicklung als in den Puffern. Hier findet sich auch tat & 


sichlich eine abweichende Fluorescenz des Himatoporphyrins 
an der Kurve fiir p,, 4,2 ist sie mitbeteiligt. 


Hamatoporphyrin in n/10-NaOH zeigt neben der gewiéhn. | 


lichen Hauptbande des alkalischen Spektrums eine schwache, 
gelbe Fluorescenzbande. Bei dem Alkoholspektrum darf vielleicht 


eine Aufspaltung der Hauptbande in zwei Teile angenomme§— 
werden; Alkohollésungen von Porphyrinen zeigen auch in dee 


Absorption besonders scharfe Banden. 


*) Uber den EinfluB der Konzentration auf die Fluorescenzkurv: & 


vgl. 5), S. 187. 
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Uber Porphyrin-Gelatinephosphore. 5 


Wenn man die Spektren im groBen iiberblickt, ist also eine 
are Ordnung der Ergebnisse méglich; es fehlt aber nicht an 


mitted Finzelheiten, deren Einreihung noch nicht gelingt; das gleiche gilt 
Weiter | | 


den folgenden Abschnitten zu besprechenden Versuche. 


o 
se00 6000 6200 6400 6600 _6800A 


am. | 


- 0,5 n-HCl 


— —- -~ 0,1 n-Citronen- 
sdure 








Pu 2,7 


noc eee : %. 
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——— pn 48 2 ge NS i 
Ik 
If 
' } * 
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6 Te / [> -- - +. 
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- 0,1 n-NaOH 1 / \ 


— Alkohol | /} Se area gies 
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Fig. 2. Fluorescenz von Himatoporphyrinlésungen, hauptsichlich in einer Pufferreihe. 

Photometerkurven, auf Wellenlangen umgezeichnet. Die Hohen der verschiedenen 

Kurven sind untereinander wegen Unterschieden in den Belichtungsverhiltnissen nicht 

vergleichbar. — Die gleichzeitige Aufnahme einer Heliumeichlinie (vgl. Fig. 6, S. 10) 
war hier noch nicht angewandt. 
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6 Fritz Bandow und Emil Josef Klaus, 


Auf den friher erwihnten Versuchsplatten der Agfa reicht dj 
§ als ¢ 


Fluorescenz weiter nach Rot entsprechend der langwelligen Sensibilisieruy 
Auf die Wiedergabe von Photometerkurven soll hier verzichtet werdey, 


zumal die Ermittlung der absoluten spektralen Verteilung der Emissio, 


noch in Arbeit ist. Es sei nur als Ergebnis zahlreicher Aufnahmen feg. 
gestellt, daB auch bei Untersuchung mit dieser Plattensorte die Fluorescen;. 
spektren von Lésung und Phosphor weitgehend iibereinstimmen, und dj 
Einteilung in die verschiedenen Gruppen die gleiche ist. 


Hamatoporphyrin—Gelatinelésungen. In Porphyrin—Gelatine. 
lésungen sind die Spektralerscheinungen gegeniiber den saurey 
Pufferlésungen nach der alkalischen Seite verschoben: Schon mi 
0,1 n-Citronensiure tritt bei dem Mischungsverhialtnis 2 ccm au' 
0,2 g das alkalische Spektrum merklich mit auf, und bei Ver. 
wendung der Pufferlésung p,, 3,0 ist es rein entwickelt. Ent. 
sprechendes gilt fir die Fluorescenzbanden. Die Gesamthellig. 
keit der Fluorescenz ist etwa die gleiche wie bei der gelatine. 
freien Natriumphosphatlésung. Die Unterschiede innerhalb der 
Reihe sind gering, der ausgeprigte Kurvenverlauf ist also ver: 
schwunden. 


Hamatoporphyrin—Gelatinephosphore. Die Phosphore, die in 
der oben angegebenen Zusammensetzung aus den Pufferlésungen 
hergestellt sind, zeigen iiberwiegend das alkalische Absorptions- 
und Fluorescenzspektrum. Schon bei Verwendung der 0,1 »- 
Citronensiure ist eine starke Beimischung zum sauren Spektrum 
erkennbar; von p, 3,3 an ist das alkalische Spektrum rein ent- 
wickelt. In Fig.3 geben wir einige Photometerkurven wieder 
(Perutz-Peromniaplatten). — Zu bemerken ist noch, daB die Phos- 
phore aus Lésungen mit p,, von 4,8 an aufwirts erheblich getriibt 
sind. Vielleicht haingt dies mit der Anwesenheit des Phosphates 
zusammen; iiberhaupt ist die Zusammensetzung der ohne die 
Puffer hergestellten Gelatineschichten eine einfachere. Die Fluores- 
cenzhelligkeit, in Aufsicht gemessen, ist um etwa 50°/, groBer, 
als bei der Na, HPO,-Lésung; ein systematischer Gang mit dem p, 
der Ausgangslésung ist nicht erkennbar. 


Diese Ergebnisse werden durch Versuche mit anderen Hamato- 
porphyrinlésungen ergiinzt. Fig. 4 zeigt die quantitative Absorptions- 
kurve eines Phosphors, der mit einer Alkohollésung hergestellt 
ist. Auch mit Essigsiure erhalten wir die alkalische Absorption: 
desgleichen mit n/20-HCl, wobei allerdings die Intensitatsreihen- 
folge der 4 Banden nicht mehr unverindert ist. Mit stirkerer 
HCl treten dann die sauren Spektren (Typ I) auf. 
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8 Fritz Bandow und Emil Josef Klaus, 


den Liésungen; die Spektralformen sind durch die Einbettung ? 


den festen Grundstoff nicht erheblich verindert*). Die hautig 


gebrauchte Bezeichnung einer ,,festen Liésung“ ist hier also durch. & 
aus angebracht. Es ist nun der Dissoziationszustand des Far). — 


stoffmolekiils wesentlich fiir das optische Verhalten; denn de 


groBe EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration des Lisuns:.§ 


mittels ist ja auf die Bildung verschiedenartiger Ionen des Farb. 
stoffes zuriickzufiihren. Daraus folgt, daB das Porphyrin auc) 
in der Gelatine in einer Form vorliegen muB, die den Jonen ix 
den Lésungen in wesentlichen EKigenschaften sehr ‘Ahnlich ist 
Unmittelbar dasselbe gilt fiir die verschiedenen Farbstoffe, dic 
als Indicatoren in Gebrauch sind, und deren Anwendung in der 
Gelatine im allgemeinen klar durchfihrbar ist. 


Das Lésungsmittel, in dem wir das Porphyrin zur Gelatine 
zugeben, hat auf das Ergebnis einen starken Einflu8; wihreni 
neutrale, alkalische und schwach saure Lésungen alkalische Spek- 
tren des Phosphors bedingen, lassen sich die sauren Spektren 
hervorrufen, wenn geniigend starke Siuren in geniigender Kor- 
zentration angewandt werden; dabei wird, wie ja bekannt ist, ein 
gewisser T'eil des Lésungsmittels von der Gelatine aufgenommen*’ 
und verindert deren ,,p,“; das kommt eben in dem Umschilag 
des Spektrums des eingebetteten Farbstoffs, also des Porphyrins, 
zum Ausdruck und ist auch mit anderen Indicatoren nach:- 
zuweisen. Es sei bei dieser Gelegenheit erwihnt, daB die Zugabe 
von HCl offensichtlich mehrere Kigenschaften der Gelatine ver- 
andert; HCl—Gelatinephosphore erstarren viel langsamer. 


Schwierigkeiten bereiten noch die Fluorescenzspektren der mit alkoho- 
lischer und mit essigsaurer Porphyrinlésung hergestellten Phosphore (Fig. 3). 
Wir finden zwei etwa gleich starke Banden. (Die Absorptionsspektren 
sind, wie schon erwihnt, tiberwiegend alkalisch.) Dies stimmt insoferz 
mit dem friiher mitgeteilten Ergebnis ["), 8. 36] iiberein, als diese Phos- 
phore gleich gebaute Spektren liefern, die von den sauren stark verschieden 
sind. Eine Abweichung liegt darin, daB wir damals fiir die Fluorescenz 
der alkoholischen Porphyrinlésung und des zugehérigen Gelatinephosphors 
gleiche Struktur fanden, wihrend wir bei unseren jetzigen Versuchen 
Unterschiede beobachten (Fig. 2 und 3). In einem anderen Phosphor mit 
Essigsiiure war die eine Bande stirker iiberwiegend, und es trat bei lang- 


*) Diesen Schlub haben wir als Arbeitshypothese bereits friiher mit- 
geteilt [”), S. 46]; er findet auch ix den Angaben der Literatur, die sich 
mit den Spektren von Porphyrinen bei dem biologischen Vorkommen an 
festen Stoffen befassen, eine Siiitze und steht in Einklang mit den Er- 
gebnissen an anderen Gelatinephosphoren. 
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dauernder Belichtung noch eine Gelbbande hervor, wie bei der NaQH- 
Lésung. Zu dieser Frage haben wir weitere Messungen in Arbeit. 

Uber die Rotverschiebung der Spektren bei der Einlagerung des 
Hamatoporphyrins. Die Wechselwirkung zwischen dem Farbstoff- 
molekil und dem Grundstoff ist, wie soeben besprochen, nicht 
so stark, daB ein Kinflu8 auf die Spektralform merklich wird. 
Sie wirkt sich aber in anderer Hinsicht aus: Die Schwingungen 
im Molekiil, die die Banden erzeugen, werden langsamer, d. h. 
energiedrmer, das Spektrum wird zum langwelligen Ende hin ver- 
schoben. Der Vergleich unserer Ergebnisse mit der sonstigen 
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Fig. 5. Absorptionsspektrum fiir 2 n-HCl, Hamatoporphyrin. 
Lésung — — — Gelatinelésung —-+-—.— Gelatinephosphor. 


Kenntnis auf diesem Gebiet soll hier nicht erfolgen. Es sei aber 
auf Grund quantitativer Absorptionsmessungen die GréBe der 
Wirkung gezeigt, die zunichst am sauren Spektrum genauer be- 
stimmt wurde. 

Fig. 5 gibt die Werte fiir eine Hiimatoporphyrinlésung in 
2? n-HCl, fiir eine damit angesetzte Gelatinelésung (0,2 g auf 2,5 ccm) 
und fir den daraus entstandenen Phosphor. Man erkennt, dab 
eine maBige Verschiebung bereits durch das Hinzuftigen der Gelatine 
eintritt, eine starkere dann beim Erstarren der Schicht. Die griine 
Absorptionsbande kann am genauesten ausgemessen werden; fir 
sie betriigt die Verschiebung etwa 10 A fiir den ersten, 40 A fir 
den zweiten Schritt der Priparation. Auch die Hauptbande an 
der Grenze von Violett und Ultraviolett ist um einen Ahnlichen 
Betrag in derselben Richtung verschoben. 

Es ist bekannt, daB sich die Porphyrinabsorption beim Ubergang von 
schwacher zu starker HCl als Lisungsmittel nach Rot verschiebt. Diese 


Wirkung ist in den Phosphoren nur noch angedeutet vorhanden, weil gréBere 
Verluste auftreten, wenn wir von einer konzentrierteren Siure ausgehen. Es 
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sei bei dieser Gelegenheit erwihnt, da8 Gelatineschichten, die mit starker H() A 
hergestellt sind, noch nach dem Eintrocknen merklich Dimpfe abgebe, fw 
(Nachweis durch den Geruch und durch Indicatorpapier). Quantitative Bo. — 


stimmungen der von der Gelatine festgehaltenen Sdure waren hier yo, 
Bedeutung. Wir stellten bisher nur einen einfachen Wiegeversuch an; ¢, 
zeigte, da8 bei Verwendung von 25°/, iger HCl der weitaus gréBte Teil do, 
Siure (95°/,) beim Erstarren entweicht. — Die Absorption ist schon in den 
Phosphor mit 0,1 n-HCl etwas langwelliger als in 7n-HCl-Lisung. Bei de; 
Préparation wird die Konzentration auf etwa das 10 fache erhéht, wen 
keine Verluste eintreten; diese Anreicherung geniigt nicht zur Erklirun; 
der langwelligen Lage der Banden, es liegt vielmehr ein Einflu8 de; 
Adsorptionsvorganges vor, wie am Anfang dieses Abschnittes schon ap. 
gegeben wurde. 

Bei dem sauren Fluorescenzspektrum ist eine Rotverschiebung 
in derselben GréBenordnung wie bei der Absorption erkennbar, 
Ihre Bestimmung bereitete einige Schwierigkeiten; denn es zeigte 
sich, daB die Verstellung der Platte im Spektrographen sowohl 
als auch im Photometer nicht mit der notwendigen Genauigkeit 
durchfiihrbar ist, wenn man von einer Aufnahme zur niichsten 
fortschreiten will; wir gingen daher so vor, daB wir unter Fest- 
haltung aller Verhiltnisse auf dieselbe Stelle der Platte ein Helium- 
eichspektrum und das zu untersuchende Fluorescenzspektrum mit 
geeigneter (nicht zu hoher!) Belichtungszeit aufnahmen, so daB in 
einem Photometriervorgang das Fluorescenzspektrum an eine 
Heliumlinie von bekannter Wellenlinge angeschlossen werden konnte 
(bei mafiger Belichtung gibt nur He 5876 A an). Die auf diese 
Art gewonnene Kurve eines Gelatinephosphors ist in Fig. 6 
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58756025 6230 6460 6m) f'” 
Fig. 6. Fluorescenzkurve eines 0,5 n- HCl-Gelatinephosphors. Als Abszisse unmittelbar die 


Abstinde auf der Platte angegeben, auBerdem die Wellenlingen nach der Dispersionskurve 
des Spektrographen hinzugefiigt. He 5876 A mitphotometriert, wie im Text beschrieben. 


wiedergegeben; das Hauptmaximum liegt bei 5965 A, in der 2u- 
gehérigen, auf die gleiche Art durchgemessenen Lisung bei 5935 A. 


Phosphore mit anderen Porphyrinen. Die Untersuchung einige: 
weiterer Porphyrine brachte keine grunds&tzlichen neuen Ergeb- 
nisse, sondern nur Befunde, die sich in unsere oben entwickelten 
Vorstellungen ohne weiteres einfiigen. Hier sei nur auf das 
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Atioporphyrin kurz hingewiesen. Es ist deshalb bemerkenswert, 
weil es nur in sauren waBrigen Puffern léslich ist und deshalb 
‘auch keinen alkalischen Ast der Fluorescenzkurve nach Fink 
‘hat. Trotzdem gelingt es, (lichtschwache!) Gelatinephosphore mit 
‘alkalischen Spektren aus sauren Atioporphyrinlésungen herzustellen 
‘(. B. mit Kisessig). Ks besteht eine Verwandtschaft zu unserer 


Beobachtung, daB in Himatoporphyrinphosphoren das ausgeprigte 
'Minimum der Fluorescenzkurve fehlt; die Léslichkeitsverhiltnisse 
‘sind durch die Hinzufiigung der Gelatine, die schlieBlich im 
on ay. — fertigen Phosphor tiberhaupt das ,,Lésungsmittel darstellt, ent- 
| scheidend geiindert (solche Beobachtungen machte schon H. Fink’). 


Mit salzsauren Atioporphyrinlésungen erhalten wir wie beim 


Himatoporphyrin Phosphore mit sauren Spektren (‘l'yp IJ). 
Uber Veranderungen des Porphyrins bei der Herstellung der 


 Phosphore. Eine wichtige Frage ist es, ob das Porphyrin bei der 
Herstellung der Phosphore grob und dauernd verindert wird. 
Fir die Gelatinephosphore, die auf eine sehr milde Art pripariert 
werden kiénnen, ist diese Frage zu verneinen. Zur Priifung gingen 
_wir folgendermaBen vor: Der fertige Phosphor wird mit warmem 


Wasser wieder in Liésung gebracht und das Porphyrin daraus 


mit Ather unter Zugabe von Natriumacetat und etwas Essigsiure 
—ausgeschiittelt. Es kann so ein sehr groBer Teil des Farbstoffs 
in den Ather tiberfiihrt werden; in der Restlésung ist an selektiver 


Absorption nur noch eine schwache Griinbande nachweisbar (unter 
Umstiinden ist eine mehrmalige Ausschiittelung erforderlich). Aus 
dem Ather wird das Porphyrin mit konzentrierter Salzsiure aus- 
gezogen und dann seine Absorption gemessen. Die Banden haben 
in 5n-HCl ihr Maximum bei 5940 bzw. 5510 A, sind also nicht 
deutlich verlagert, und das Spektrum zeigt auch sonst keinen 
auffilligen Verlauf. — Das Fluorescenzspektrum des HCl-Aus- 
zuges war ein ganz normales bei der Verarbeitung eines Hisessig— 
Gelatinephosphors. In einem anderen Versuch, wo wir von einem 
HCl-Gelatinephosphor ausgingen, zeigte der HCl-Auszug ein deut- 
lich veriindertes Spektrum; diese Anderung mu8 durch das Riick- 
gewinnungsverfahren bedingt sein, da der Phosphor selbst keine 
Abweichung in der Fluorescenz aufwies. 

Bleibende Anderungen finden sich, wenn der Gelatinephosphor 
stirker erhitzt wird (iiber 100°), was sich schon fiir die ober- 
flichliche Betrachtung durch Briunung und Farbvertiefung be- 
merkbar macht. Diese beruht auf einer Einwirkung auf die 
Gelatine selbst, wie Versuche mit farbstofffreien Schichten lehren. 
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Die Porphyrinabsorption ist in dem erhitzten Phosphor star; § 
verlagert (5980, 5590 A), zeigt aber immer noch die Struktur deg 


sauren T'yps IT — diese Versuche stellten wir zunichst mit H(). 


Gelatinephosphoren an. Bei der Riickgewinnung erhalten wi; : 


eine Porphyrinlésung, in der ein Teil dieser starken Rotverschiebung 
bestehen bleibt; die Bandenmaxima liegen in 3 n-HCl bei 5989 
und 5555 A. Auch bei der 4000 A-Bande ist die Rotverschiebung 
deutlich. Ks ist also eine nicht riickgingige Verinderung ‘a 
Porphyrins eingetreten, obgleich die Gesamtstruktur des Spektram 
nicht nennenswert von der gewéhnlichen abweicht. — Bei dem 
Fluorescenzspektrum tritt der EinfluB der Erhitzung vielleicht 
starker in Erscheinung; jedenfalls aber ist wieder eine Verlagerung 
des Schwerpunkts cer Emission nach langwellig festzustellen, 
Auferdem tritt in dem stark erhitzten Phosphor eine kiirzer. 
wellige, sehr verwaschene Fluorescenz neu auf, die durch Kin. 
wirkung auf die Gelatine zu erkliren ist; denn in dem Leerversuch 
mit Gelatine ohne Farbstoffzusatz zeigte sich, da® durch die Er- 
hitzung der langwellige Teil der Fluorescenz, der bis tiber 6000 A 
nachweisbar ist, verstirkt wird gegeniiber dem Hauptbereich bei 
4200—5000 A. 


Der Einflu8 des Erhitzens, der natiirlich durch die Gegenwart ver- 
schiedenartiger Stoffe noch veriindert werden kann, bedeutet eine Beein- 
triichtigung der Versuche an solchen Grundmaterialien, die, wie z. B. die 
Zuckerschmelzen, bei der Priiparation eine stirkere Erhitzung erfordern. 

Zur Probe haben wir eine Himatoporphyrinlésung in 2 n-HCl in einem 
Kélbchen auf dem Wasserbad 3 Stunden lang auf rund 60° erwirmt; ¢s 
fand sich keine deutliche Anderung der Absorption. 

SchlieBlich wurde noch die Fluorescenz einiger salzsaurer Lésungen 
untersucht, die im Laufe der Zeit durch Einwirkung von oxydierenden 
Stoffen (Wasserstoffeuperoxyd, Peroxyd aus nicht geniigend gereinigtem 
Ather) stark verindert und abgeblaBt waren. Es sollte dadurch gepriift 
werden, ob etwa durch derartige Stoffe, die ja z. B. durch die erregende 
Belichtung oder bei der Priparation auftreten kénnten, besondere Banden 
entstehen, die unsere Ergebnisse verfilschen. Wir fanden aber in keinem 
dieser Fille eine Fluorescenz, die eine Stérung unserer Versuche bedingen 
kann, obwohl nach der Ausbleichung der Lésungen weit iiber die Hiilfte 
des Porphyrins bereits umgewandelt war. Falls neue Banden auftreten, 
sind sie jedenfalls eine GréBenordnung schwicher als die Porphyrin- 
fluorescenz. AuBerdem ist zu betonen, daf ein Ausbleichen der Gelatine- 
phosphore nicht merkbar ist, und da8 sich auch reine Porphyrinlésungen 
sehr lange halten. 


Andere Grundmaterialien. Andere Grundmaterialien haben wir 


noch nicht so eingehend untersucht wie Gelatine. Eine umfang- 
reiche Versuchsreihe an sehr verschiedenartigen Stoffen’) hat uns 
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Stark 





einen Uberblick itiber den EinfluB des Einbettungsstoffes verschafit. 










































‘ur des § Unter Hinzunahme unserer inzwischen gewonnenen Erfahrungen 
: we *— kommen wir zu dem SchluB, daB die fiir Gelatine ausgesprochenen 
~ Grundsiitze eine viel allgemeinere Geltung haben. Doch treten in 
‘ebung manchen Fallen Besonderheiten auf, deren genauere Erfassung 
5980 noch weitere Experimente erfordert. 

ebung 
5 des Zusammenfassung. 
= 1. Die Absorptions- und Fluorescenzspektren von Porphyrinen 
leicht f zeigen in Gelatinephosphoren denselben Auf bau wie in Lésungen. 
ae Die Struktur des Farbstofls und sein Jonisationszustand sind 
oe demnach durch den Einbau in das feste Grundmaterial nicht 
ven, wesentlich geandert. ’ 

Fin. 2. Das bei der Herstellung der Phosphore angewandte Lisungs- 
me mittel ist von KinfluB. Gelatine ist an sich fiir das Porphyrin 
Er. alkalisch; durch Anwendung geniigend konzentrierter Salzsiure 
0 A kénnen aber saure Spektren erzielt werden. 

be; 3. Durch die Kinlagerung (Adsorption) des Farbstoffes werden 

die Spektren nach langwellig verschoben. 
| 4, Temperatur- und Zersetzungseinfliisse treten bei der milden 

a. Herstellung der Gelatinephosphore nicht stérend in Erscheinung. 
= Herrn Professor Dr. H. Bohnenkamp danken wir fiir An- 
nem | regung und stete Férderung unserer Versuche. 

es 
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Uber den Abbau des Mescalins und mescalinahnlicher Stoffe | 


im Organismus. 
Von 


K. H. Slotta und Johannes Miller. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat zu Breslau.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1935.) 

Obgleich die verschiedensten Alkaloide in betrichtliche 
Mengen therapeutisch angewandt werden, ist tiber ihr Verhalten 
im intermediaren Stoffwechsel bisher auBerst wenig, ja, fast gar 
nichts bekannt. Da man bei der in der Regel erheblichen Giftig. 
keit nur duBerst geringe Mengen auf einmal verabfolgen kann, 
war héchstens ein qualitativer, meist nur biologischer Nachweis 
in den Ausscheidungen méglich. Eine Isolierung von Abbav- 
produkten gelang in den seltensten Fallen. Mit Hilfe verschiedener 
neuer Mikromethoden und durch die bei der Bearbeitung der 
f-Phenylathylamine gesammelten Erfahrungen wurde es uns erst- 
malig méglich, an die chemische Bearbeitung der Frage nach 
dem Abbau von Alkaloiden im Kérper heranzugehen. Wir be- 
richten zuerst tiber unsere Arbeiten iiber den Abbau des Mes- 
calins, des Hauptalkaloids des Peyotl. Uber die physiologischen 
Wirkungen dieses Alkaloids ist schon eher zuviel als zu wenig 
geschrieben worden, so daf nur die wichtigste Arbeit zitiert sei), 
3 Griinde waren fiir uns bestimmend, gerade das Mescalin fir 
unsere Studien tiber den Alkaloidabbau als erstes Alkaloid zu 
wahlen: Einmal ist fiir uns dieses 3,4,5-Trimethoxyphenylithyl- 
amin auf dem friiher beschriebenen’?) Wege in fast beliebiger 
Menge einfach herzustellen. Dann ist Mescalin eine Substanz, 
die man in verhiltnismiBig grober Menge bei Tier und auch 
Mensch geben kann. Und schlieBlich stellt ja Mescalin sozusagen 
die Eingangspforte zu den Isochinolinalkaloiden dar, es 
ist sozusagen ein noch ,,offenes“ Alkaloid dieser wichtigen Gruppe, 
deren Krénung das Morphin ist. Das Studium seines Abbaus im 
K6rper eréffnet also den Zugang zu noch wichtigeren Problemen. 





1) K. Beringer, Der Mescalinrausch, seine Geschichte und Er- 
scheinungsweise, Springer, Berlin 1927; C. 1927, II, 1051. 
*) K. H. Slotta u. G. Szyszka, J. prakt. Chem. (2) 187, 339 (1933). 
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Wir versuchten zuerst im Kaninchenversuch Klarheit iiber 
das Schicksal des Mescalins im K6rper zu erhalten. Da Kaninchen 
sehr ruhige Tiere sind, so eignen sie sich zur Beobachtung etwa 
auftretender katatoner Zustiinde und anderer physiologischer 
Wirkungen an sich schlecht, aber sie vertragen viel. gréBere 
Mescalinmengen als der Mensch. Wiahrend beim Menschen schon 
nach 400 mg Mescalinhydrochlorid zuweilen starker Brechreiz 
auftritt, sieht man beim Kaninchen nach 800 mg Mescalinhydro- 
chlorid noch keine erheblichen Vergiftungserscheinungen; das be- 
deutet, daB das Kaninchen, auf das Kérpergewicht umgerechnet, 
ungefahr 70mal soviel Mescalin vertragt wie der Mensch. 

Wir fiitterten die Tiere mit 400 mg Mescalin und konnten 
aus dem Harn die Abbauprodukte isolieren; nur ganz geringe 
und zwar wechselnde Mengen wurden im Kot unverindert aus- 
geschieden. Als Abbauprodukte faBten wir 3,4,5-Trimethoxy- 
phenylessigsiure, die durch Verbrennung und Mischschmelz- 
punkt mit synthetisch hergestellter 3,4,5-Trimethoxyphenylessig- 
siiure identifiziert wurde. 

Um einmal den Abbau des Mescalins in einem héher ent- 


_ wickelten Organismus zu verfolgen und die psychischen Verinde- 


rungen zu iiberpriifen, stellten wir einige Hundeversuche an. 
Beim Hunde waren nach Mescalinverfiitterung gut die Erschei- 
nungen zu beobachten, die schon bei Studien iiber die experi- 
mentelle Katatonie beschrieben worden sind*), Auch aus dem 
Harn des Hundes isolierten wir als Abbauprodukt des Mescalins 
wieder 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure, die durch Ver- 
brennung, Mischschmelzpunkt usw. identifiziert wurde. 

Ganz besonders auffaillig ist bei diesen Kaninchen- und 
Hundeversuchen die auftretende starke Harnretention, die im 
Maximalfall bis zu 48 Stunden anhielt. Die anfallende Harnmenge 
ist auBerdem geringer als beim vergleichenden Normalversuch. 
Die Harnkolloide sind stark vermehrt und der Harn hat ein 
tribes Aussehen. 

Unsere sehr genauen Messungen des spezifischen Gewichts und 
der Aciditéit, ferner unsere Untersuchungen auf Eiwei8 ergaben 
keine weiteren Aufschliisse iiber irgendwelche tiefergehende Verinderungen 
der Zusammensetzung der Kaninchen- und Hundeharne in dieser Hinsicht 
nach Mescalinverfiitterung. Wir konnten also auf diesem Wege keinen 


Anhalt dafiir gewinnen, daB die von uns verwendeten kleinen Mescalin- 
mengen etwa Nierenschidigungen mit pathologischer EiweiBabspaltung 


) H. de Jong, Z. Neur. 139, 468 (1932). 
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hervorrufen, aber histologisch ist nachgewiesen, daB nach Mescalinvergie : 


tungen Blutungen in der Nebenniere der Maus auftreten ‘). 


Wir sind uns natiirlich klar dariber, da8 wir nur imme} 
die knappe Halfte des Mescalins als Abbauprodukte im Harn deaf 
Kaninchens oder des Hundes erfaSt haben. Aber wie schon ge. 
sagt, erscheint etwas Mescalin im Kot und die Aufarbeitung }j; § 
zur reinen 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure ist so miihevoll uni § 
langwierig, daB die Ausbeute von 40—50°/, darauf schlieBen lig, 
da8 der Abbau wohl gréBtenteils in dieser Richtung verliuft. k § 
ist natiirlich leicht méglich, daB der Abbau des Mescalins noc) § 


| 
4 


anders verlauft, wenn wir die Tiere einer bestimmten einscitiger 


Didt unterwerfen. Dieser Frage werden wir noch nachgehen. 


Jedenfalls ist zunichst erwiesen, daB wir sowohl beim Pflanzen. : 


fresser wie beim Fleischfresser als Abbauprodukt von 400 m 
Mescalinhydrochlorid 100—150 mg 3,4,5-Trimethoxyphenylessig. 


siure fassen kénnen, die also die ,,harnfihige“, ungiftige Form § 


darstellt, in der sich der tierische Organismus des Alkaloid 
Mescalin gréBtenteils entledigt. 

War diese Auffassung richtig, so muBte auch der Gegen- 
versuch gemacht werden, ob die 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure 
fiir den Organismus wirklich eine relativ ungiftige Substanz ist, 


Wir synthetisierten nach einem neuen Verfahren 5) ans 3,4,5-Tri- | 
,methoxybenzoylchlorid iiber das entsprechende Diazoketon uni f 
| Siureamid die bisher sehr schwer zugingliche 3,4,5-Trimeth- | 
| oxyphenylessigsaure und machten nun den umgekehrten Ver. | 
‘ such, indem wir dem Kaninchen 800 mg synthetische 3,4,5-Ti- 


methoxyphenylessigsiure im Futter verabreichten. Wir konnten 
aus dem Harn des Kaninchens 60°/,, bei dem entsprechenden 
Hundeversuch ~ 50°/,, der verabfolgten Siure wieder iso- 
lieren, wieder ein Zeichen dafiir, daB diese Substanz wirklich 
die harnfahige Ausscheidungsform des Mescalins darstellt. Be- 
merkenswert ist, daB die Tiere nach Verfitterung von 3,4,5-Tr- 
methoxyphenylessigsiure erwartungsgeméB keine physiologischen 
Veriinderungen und vor allen Dingen auch keine Harnretention 
zeigen. 

Im Verlauf dieser Untersuchung und der sich aus den Ver- 
suchen mit Menschen fiir uns ergebenden Problemstellung wurden 
noch eine Reihe mescalinihnlicher Stoffe untersucht. Davon 
seien nur angefiihrt der 3,4,5-Trimethoxybenzaldehyd und der 


*) B. Smolska, Dtsch. Z. gerichtl. Med. 18, 91 (1931). 
*) Arndt u. Eistert, Ber. chem. Ges. 68, 201 (1935). 
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13 4,5-Trimethoxy-f-phenylathylalkohol, da diese Stoffe schon bei 
Dosen von 200 mg am Tier deutliche Vergiftungserscheinungen 
ImMMme hervorrufen und ebenso wie Mescalin eine auffallend starke Harn- 
un def retention bedingen. Die Aufarbeitung des Versuches mit 3,4,5-Tri- 
On ge. f = methoxybenzaldehyd ergab aus dem Harn 3,4,5-'Trimethoxy- 
ng bis  henzoesiiure seafl der angewandten Menge) als fafbares Abbau- 
oll und produkt; der 3,4,5-Trimethoxy-f-phenylithylalkohol ergab in der 
n lag, Fe Hauptsache ein (stickstoffhaltiges Abbauprodukt} das als solches 
ft. Ej B durch seinen Methoxylgehalt auffiel. 3, 4,5-'Trimethoxyphenyl- 
3 Hoch F © essigsiiure wurde dabei nicht gefabt. 
eitigen | 
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Nachdem der Abbau des Mescalins im Tierversuch einigermaBen ge- 


na | klirt war, sind wir zum Menschenversuch iibergegangen. Dieser ist 
An Zen. deshalb von gréBter wissenschaftlicher Bedeutung, weil die Mescalinvergiftung 
)O me zu einer akuten Psychose fiibrt, die sich von allen anderen durch Rausch- 
lessio. mittel erzeugten wesentlich eateneehatdet und sehr viel Ahnlichkeit mit dem 
F ° f—  schizophrenen Erleben hat. Man vermutet schon lange, dab die Schizo- 

_ f  phrenie durch Stoffwechselstérungen bedingt ist. Die frappante Ahnlichkeit 
aloids F des Mescalinrausches mit manchen schizophrenen Zustandsbildern legt 


- die Vermutung nahe, daB die gleichen Vergiftungserscheinungen auf gleiche 
oder iihnliche Stérungen im Kérper zuriickgehen und daf man durch die 


ae. q Untersuchung des Mescalinabbaues im Kérper einen Kinblick in die patho- 
_ logischen Hintergriinde der verbreitetsten Geisteskrankheit, der Schizophrenie, 
Z is. B  orhilt. Sind diese Uberlegungen richtig, ist Mescalinrausch eine Art experi- 
-Tri- F  menteller Schizophrenie, dann ist die Untersuchung des Mescalinabbaues 
und — im menschlichen Ké6rper wirklich der erste Schritt zur chemischen Be- 
eth. |  2tbeitung des Schizophrenieproblems. 
Ver. Der Abbau des Mescalins im menschlichen Kérper 
‘Tr. €  fiihrt nicht zur 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsdure wie im 
nten } _ tierischen Organismus. Wir konnten bisher bei keiner Aufarbeitung 
iden & diese Siure im Harn auffinden. Wir kénnen auch ausschlieBen, 
iso- # daB der Abbau des Mescalins im menschlichen Organismus etwa 
lich §  iiber die 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure als Zwischenstufe liuft. 
Be fF» Denn 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure ist auch fiir den mensch- 
Im- § lichen Organismus eine relativ ungiftige Substanz, die weder 
hen } Rauscherscheinungen noch Harnretention wie das Mescalin hervor- 
ion  ruft. Der eine von uns (J. M.) fiihrte einen Eigenversuch mit 
' diesem Stoffe durch. Aus dem Harn konnten von den 400 mg 
et- — per os genommener Siure 75°/, zuriickgewonnen werden. Diese 
len — Substanz ist also auch fiir den Menschen harnfihig und sie wiirde 
yon g sicher mit dem Harn ausgeschieden werden, wenn der Abbau des 
der Mesealins iiber sie fihrte. 


Bei unseren Untersuchungen auf Abbauprodukte des Mescalins 
aus dem menschlichen Organismus haben wir aus den Harnen 
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der Versuchspersonen, denen je 400 mg Mescalinhydrochlorid gy}. : 


kutan injiziert worden waren, nach Abtrennen der zahlreichey 
Begleitstoffe schlieBlich ein Ol herausgearbeitet, das ein Gemiscl 


von wahrscheinlich nur noch 2 Stoffen darstellte. Aus diesem ()j } 


wurde dann durch Hydrierung®) mit Platinoxyd und Wasserstof 
ein krystalliner Stoff erhalten, der durch seinen Methoxy). 


gehalt als Abbauprodukt des Mescalins zu erkennen war. Dieses f 


krystalline Hydrierungsprodukt ist aus dem Ol durch Aufnahme 
von 3 Mol Wasserstoff hervorgegangen und besitzt keine Doppel. 
bindungen mehr. Die Analyse ergab die Zusammensetzung 
C,oH,,0,N. Die Substanz enthiilt eine Methoxylgruppe und gilt 
weder ein Pikrat noch ein Gold- oder Platinsalz. Sie ist dari 
vom Hydrierungsprodukt des Mescalins deutlich verschieden, yon 
dem man Goldsalz und Pikrat ohne weiteres erhilt. 


Die Schwierigkeit in der Isolierung und Identifizierung der 


Abbauprodukte des Mescalins im menschlichen Kdérper liegt vor 


allem darin, daB die Abtrennung der zahlreichen Begleitstotte die 
Aufarbeitung sehr verlustreich gestaltet und daB beim Durchgang 
durch den Kérper eine verschieden weitgehende Abspaltung der 


Methoxylgruppen erfolgt, so da ein Gemisch von verschieden | 


hoch methylierten Stoffen entsteht. Bei der Hydrierung werden 
dann noch weitere Methoxylgruppen abgespalten, genau so wie ¢ 
bei der Hydrierung des Mescalins der Fall ist. 

Die endgiltige Aufklirung der Mescalinabbauprodukte wird 
demniichst berichtet, da uns jetzt wieder geniigend Ausgangs- 
material zur Verfiigung steht. 

Die Probleme, die sich weiterhin neben dieser Aufgabe aut 

diesem neuerschlossenen Arbeitsgebiet ergeben, sind zahlreich, 
So haben wir eine héchst merkwiirdige Abhingigkeit der Rausch- 
wirkung von der Stellung der drei Methoxylgruppen des Phenyl- 
iithylamins entdeckt. Mescalin, also das 3,4,5-Trimethoxy-/-phenyl- 
iithylamin, wirkt auf den gesunden Menschen in ungleich stirkerem 
Ma8e berauschend als auf den schizophren Erkrankten, wihrend 
das 2,3,4-Trimethoxy-f-phenylithylamin sich gerade umgekebrt 
verhilt. Es wirkt auf den gesunden Menschen wenig, ja fast gar 
‘nicht berauschend, aber viel stiirker auf den schizophren Er- 
krankten. Den Abbau dieses ,,wirkungsreziproken“ Mescalins 
wollen wir, sobald wir die Arbeit iiber den Abbau des eigentlichen 
Mescalins abgeschlossen haben werden, weiterstudieren. 


°) K. H. Slotta u. E. Blanke, J. prakt. Chem. (2) 143, 1 (1935). 
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Beschreibung der Versuche. 


A. Kaninchenversuche mit Mescalin. Kaninchen erhielten 
im Futter 400 mg Mescalinhydrochlorid. Die von 24 Stunden 
cesammelte Harnmenge betrug nur 150—200 ccm. Es wurde mit 
Hilfe eines Leitz-Dreistufenkolorimeters die Siurestufe und der 
EiweiBgehalt des Harnes itiberpriift’). Weder EiweiBgehalt noch 
p,-Wert traten auBerhalb der normalen Grenzen; es wurden p,- 
Werte von 6,02—6,63 gemessen. 

1. Alkalische Aufarbeitung des Harnes. Der Harn 
wurde durch Zusatz von Natriumcarbonat schwach alkalisch ge- 
macht und in einem Fliissigkeitsextraktor 24 Stunden intensiv 
mit Ather extrahiert. Der farblose Atherextrakt wurde 12 Stunden 
iiber wasserfreiem Natriumcarbonat getrocknet und dann bei Unter- 
druck zur Trockne gedampft. Aus diesem alkalischen Auszuge 
des Harnes konnte kein Mescalin isoliert werden, d. h., von dem 
verabreichten Mescalinhydrochlorid erscheint nichts als freies 
Mescalin im Harn. 

2. Saure Aufarbeitung des Harnes. Der Harn wurde 
mit Salzsiure angesiuert, bis er etwa 0,l-n sauer war, und dann 
24 Stunden lang mit Ather extrahiert, wobei eine sehr starke 
Schlierenbildung auftrat. Der iiber wasserfreiem Natriumsulfat 
cetrocknete Atherextrakt wurde zur Trockne gedampft und der 
Riickstand noch dreimal mit einem Gemisch von gleichen Teilen 
wasserfreiem Benzol und wasserfreiem Alkohol abgedampft, bis 
die letzten Spuren Feuchtigkeit beseitigt waren. Er wurde dann 
in einem Extraktor fiir feste Stoffe mit wasserfreiem Ather ex- 
trahiert, um so eine Trennung von den Stoffen zu erreichen, die 
bei der Atherextraktion des angesiuerten Harnes nur mechanisch 
vom Ather aus diesem mitgefiihrt worden waren. Geringe Mengen 
Lipoide wurden mit Aceton ausgefallt. Das Filtrat wurde zur 
Trockne gedampft, der Riickstand wieder mit Ather aufgenommen 
und dieser nun gegen 250 ccm 1-n Natronlauge in 5 Portionen 
geschiittelt. Dem wieder angesiuerten alkalischen Auszuge wurden 
die organischen Siuren mit Ather entzogen. Aus ihm wurde ein 
dunkelbraunes, iibelriechendes Ol erhalten, aus dem durch fraktio- 
nierte Krystallisation aus Ligroin—Essigester-Gemisch schlieBlich 
140 mg 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure vom Schmelzp. 121° 
isoliert werden konnten. 

) W. Peewrer ss Miinchn. med. Wscehr. 62, 1417 (1915). Chem. Z. 1915, 
If, 1265. E. Riegler, Z. ‘anal. Chem. 53, 242 (1914). Chem. Z. 1914, I, 1606. 
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30,6 mg Subst.: 63,5 mg CO,, 17,2 mg H,O. — 1,575 mg Subst: 6,56 cen 
n/50-Na,8,0, log T 98026. 
C,,H,.0; Ber. C584 H62 CH, 19,93 
Gef. ,, 58,2 ,, 6,29 CH, 19,90. 


Der Mischschmelzpunkt mit synthetischer 3,4,5-Trimethoxy. f 


phenylessigsiure liegt bei 121°. Dieser Tierversuch ist vierms| 
wiederholt worden, um das Versuchsergebnis zu rekonstruiere;, 
Es gelang jedesmal, die entsprechenden Stoffmengen zu isolieren, 


B. Kaninchenversuche mit 3, 4, 5-Trimethoxyphenylessigsaure, 
Zur Priifung des Versuchsergebnisses von A wurde synthetische 
3, 4, 5-Trimethoxyphenylessigsiure hergestellt?), um sie im ‘Tier. 
versuch auszuprobieren. 


a. Darstellung von 3,4,5-Trimethoxyphenylessig. > 


siure. — 1. 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiureamid. In 


eine itherische Diazomethanlisung aus 400 ccm Ather, 120 ccm 


50°/, igem Kali und 40 g Nitrosomethylharnstoff wurden nach dem 
Filtrieren durch ein Faltenfilter unter intensivem Riihren bei Kis. 
kiihlung 20 g 3,4,5-Trimethoxy-benzoylchlorid portionsweise ein- 
geriihrt. Unter Gasentwicklung begann nach kurzer Zeit das hell- 
gelbe Trimethoxy-w-diazoacetophenon auszufallen. Es wurde noch 
1 Stunde bei 0° und dann noch 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
weitergeriihrt und dann der Ather unter Kihlung mit Kis-Koch- 
salzgemisch abgesogen. Ausbeute: 15g Diazoketon. Aus Methanol: 
Schmelzp. 103°. Im 4therischen Filtrat waren noch 4 g Chlor. 
keton enthalten. Die erhaltenen 15 g Diazoketon wurden unter 
Riihren bei Zimmertemperatur in 200 ccm 20°/, igen Ammoniak 
eingetragen, 20 ccm 10°/, ige Silbernitratlésung hinzugegeben und 
das Ganze auf 50—60° erwirmt. Nach 3 stiindigem Riihren wurde 
das Gemisch mit 1000 ccm Wasser auf 70—80° erwirmt und 
dann noch 1 Stunde unter Riickflu8 gekocht, mit etwas Tierkohle 
versetzt und filtriert. Aus dem erkalteten und mit Natriumsulfat 
gesittigten Filtrat krystallisierte das 3, 4, 5-Trimethoxy-phenyl- 
acetamid in langen, seidigen Nadeln aus. Aus Wasser: Schmelz- 
punkt 125°. 


30,1 mg Subst.: 64,7 mg CO,; 17,5 mg H,O. — 4,824 mg Subst. 
0,262 ecm N (22°, 755 mm). 
C,,H,,NO, Ber. C 58,64 H6,72 N 6,22 
Gef. ,, 58,68 ,, 6,50 ,, 6,24. 


2. 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsaure. Das erhaltene 
3, 4,5-Trimethoxyphenylacetamid wurde mehrere Stunden unter 
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RickfluB mit methylalkoholischem Kali gekocht, die Lésung an- 
sesiiuert und ausgeithert. Aus dem getrockneten und eingedampften 
Ather wurde 3,4 g gelber Riickstand erhalten, aus ihm durch Um- 
lésen aus Wasser 2,7 g reine Sdure vom Schmelzp. 121°. 

2.549 mg Subst.: 10,25 cem n/50-Na,8,0, log T 99500°). 

Ber. CH, 19,93 Gef. CH, 19,88. 

b) Aufarbeitung des Kaninchenversuches mit 3,4,5- 
Trimethoxyphenylessigsaure. Der angefallene Harn wurde 
analog aufgearbeitet wie bei A2 angegeben. Auf diesem Wege 
konnten aus dem schlieBlich erhaltenen braunen Ol 486 mg 
(= 61°/, der angewandten Menge) 3, 4,5-Trimethoxyphenylessigsiure 
curtioleomeniiian werden. Identifiziert wurde die isolierte Saiure 
durch Mischschmelzpunkt mit dem synthetischen Produkt. Bei 
diesem Versuch war keinerlei Harnretention zu beobachten. 


C. Hundeversuch mit Mescalin. Der Hund bekam jedesmal 
100 mg Mescalinhydrochlorid im Futter zu fressen, worauf deutliche 
a a a und eine starke Harnretention zu beobachten 
waren. Der Harn wurde sauer extrahiert und die Atherextrakte 
in der oben beschriebenen Weise auf Rohél verarbeitet. Die 
Methoxylbestimmung ergab: 
3,218 mg Subst.: 3,52 eem n/50-Na,S,0, log T 98709. 
Gef. CH, 5,31. 

Nach nochmaligem Aufnehmen des Oles in Ather, Schiitteln 
der Lésung mit Natronlauge, Ansiuern der alkalischen Lésung, 
nochmaligem Ausithern, wurde ein dunkelbraunes Ol erhalten, ~ 
dessen Methoxylgehalt erheblich angestiegen war. 

3,602 mg Subst.: 7,47 cem n/50-Na,8,0, log T 98709. 

Gef. CH, 10,07. 

Durch fraktionierte Krystallisation wurde aus diesem Ol ein 
Stoff vom unscharfen Schmelzp. 90—100° erhalten. 

2,772 mg Subst.: 9,55 cem n/50-Na,S,0, log T 98709. 

Gef. CH, 16,72. 


Durch wiederholte fraktionierte Krystallisation wurden aus 
dem Rohprodukt schlieBlich 140 mg reine 3, 4,5-Trimethoxyphenyl- 
essigsiiure erhalten. Schmelzp. 121°. Mischschmelzpunkt mit der 
synthetischen Siure 121°. 

3,423 mg Subst.: 14,15 cem n/50-Na,8,0, log 'T 98709. 
ss Ber. CH, 19,92 Gef. CH, 20,10. 

*) K.H. Slotta u. G. Haberland, Ber. chem. Ges. 65, 127 (1932). 











< SeeRE taRen: eR TO 


29 K. H. Slotta u. Johannes Miiller. Abbau des Mescalins usy, 


D. Hundeversuch mit 3, 4,5-Trimethoxyphenylessigsiure. 0), 
300 mg verfiitterter 3,4,5-Trimethoxyphenylessigsiure wurde, 
146 mg nach analoger Aufarbeitung wie eben beschrieben als {rej 
Saure zuriickgewonnen (genauere Angaben iiber die zuriickgewonnene 
Menge kénnen nicht gemacht werden, da bei dem Tierversuch eta; 
Harn verloren ging und der Versuch nicht wiederholt werden konnte, 


E. Darstellung von 3,4,5-Trimethoxy-/-phenylathylalkohol. [)i: 
Lésung von 2g Mescalinhydrochlorid in 5 cem Wasser wurde mit 
einem ‘lropfen Schwefelsiure angesiiuert, auf 50° erwirmt und 
tropfenweise mit einer Lisung von 2g Natriumnitrit in 4 cy 
Wasser versetzt und nach Beendigung der ziemlich heftigen Gas. 
entwicklung noch 3 Stunden erwirmt. Nach Ansiuern und Av. 
ithern wurde aus dem getrockneten Ather 630 mg dunkelrotes 
Ol erhalten, aus dem die Fraktion vom Siedep. 0.01 mm 95 
bis 185° als hellgelbes Ol herausdestilliert wurde. Nach Un. 
setzung mit p-Nitrobenzoylchlorid wurden 450 mg des p-Nitro- 
benzoylderivates vom Schmelzp. 100° erhalten. 

4,079 mg Subst.: 6,970 mg CO,; 1,990 mg H,O. — 6,740 mg Subst.: 
0,237 cem N (22°, 754 mm). — 8,450 mg Subst.: 8,90 ccm n/50-Na,S,0, 
log T 98709. 

C,,H, NO, Ber. C 59,81 H 5,30 N 3,87 CH, 12,46 

Gef. ,, 59,96 ,, 5,46 ,, 4,08 » 12,56. 

Durch Verseifung mit methylalkoholischem Kali wurden daraus 
240 mg 3,4,5-Trimethoxy-f-phenylithylalkohol erhalten, die dann 
im Tierversuch iiberpriift wurden. 


Diese Arbeit wurde mit groBziigiger Unterstiitzung von Herrn Prof 
Dr. Lange, dem Direktor der Universitiits-Nervenklinik zu Breslau, dureh- 
gefiihrt. Wir danken ihm und Friulein Dr. Cosack, die den tierexperi: 
mentellen und klinischen Teil mitbearbeitete, fiir ihre viele Miihe. Gleich- 
zeitig danken wir der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Uberlassung von Apparaturen und Chemikalien und der Justus-Liebig- 
Gesellschaft fiir Gewihrung eines Stipendiums fiir den einen von wn: 
(J. M.). 
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Uber Harnphosphatase’). 


(Die Ausscheidung beim Menschen.) 


Von 


Hajo Wolbergs. 


Mit 4 Figuren im Text. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Oktober 1935.) 


Die menschliche Harnphosphatase, die durch Dmochowsky?) 
und W. Kutscher in der ersten Mitteilung chemisch naher 
charakterisiert ist, wurde bisher auf ihre physiologische Be- 
deutung kaum untersucht. Einige Beobachtungen iiber die Aus- 
scheidungsverhiltnisse gab Dmochowsky. Nonnenbruch und 
Waldschmidt-Leitz*) iuBerten die Vermutung, daB das Ferment 
aus den Erythrocyten stamme. Fiir die Nierenphosphatase nahm 
Kay‘) an, daB sie fiir die Phosphatausscheidung und damit fiir 
die p,-Regulation wichtig wire. Wir stellen in der vorliegenden 
Arbeit die Frage nach der Herkunft der Harnphosphatase zu- 
nichst zuriick und fragen einmal nach den normalen Aus- 
scheidungsverhiltnissen. Dann liegt es weiter nahe, nach Be- 
ziehungen der Harnphosphatase zum Kohlenhydratstoffwechsel 
zu suchen. Die zweite Aufgabe, die wir uns stellen, ist daher 
die Untersuchung der Fermentausscheidung wihrend Glucose-, 
Insuline und Insulin + Glucosebelastung. 

Kine Stérung der Versuche durch die Prostataphosphatase *) 
lieB sich in Kontrollen an Frauen ausschlieBen. 


Methodik. 


Methodisch ging ich in gleicher Weise vor wie Kutscher®) bei 
seiner Charakterisierung der Harnphosphatase, nur arbeitete ich mit 1 cem 
') 2. Mitteilung zu W. Kutscher, Diese Z. 235, 62 (1935). 

*) C. r. Soe. Biol. 113, 956 (19383). 

‘) Naturw. 1935, 164. *) Biochemic. J. 18, 1170 (1924). 
*) W. Kutscher u. H. Wolbergs, Diese Z. 236, 237 (1935). 
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Harn. Als Substrat diente das Dikaliumsalz der Phenylphosphorsiiuy | 


Gelegentliche Kontrollen mit a- und §-Glycerinphosphorsiure und Hexoge. 


diphosphorsiiure zeigten, daB sich der Kurvenverlauf durch die Wah! yey. § 


schiedener Substrate nicht wesentlich dinderte und daB die Zwischenprodukt, 


des Kohlenhydratabbaues in gleicher Weise gespalten wurden wie Pheny|. f 


phosphorsiure. — Simtliche Versuche wurden mit nichtdialysiertem Har 


durchgefiihrt. Die Hemmung durch anorganisches Phosphat in stiirkere, f 


Konzentration wurde beachtet und entsprecbend beriicksichtigt. Das spezj. 
fische Gewicht des Harns wurde in siimtlichen Untersuchungen verfolgt, 
Die Phosphataseausscheidung war vom spezifischen Gewicht vollkomme 
unabhiingig. 

Eine stirkere Diurese ist fiir die Phosphataseausscheidung nich 
ohne Bedeutung. Versuche dariiber lassen bisher erkennen, daB die Phos. 
phatase weder das Verhalten einer typischen ,,Schwellensubstanz noel 
einer ,,Nichtschwellensubstanz“ (Cushny) zeigt. Beziehungen zur Cl-Aus. 
scheidung lieBen sich bisher nicht feststellen. Ks galt als Regel, dab dic 
Fliissigkeitsaufnahme das Ma der vorhergegangenen Ausscheidung nicht 
iiberschreiten durfte. Irgendeine wesentliche Beeinflussung des Kurven. 
verlaufs durch verschiedenes Verhalten des Harn-p, konnten wir nicht 
feststellen. 

Als Phosphataseeinheit (P.E.) gilt fiir unsere Untersuchung diejenige 
Fermentmenge, die, in 1 cem Harn enthalten, aus 2 eem Phenylphosphor- 
siurelésung (enthaltend 20 mg organisch gebundenes P) in 4 Stunden bei 
37° und py 4,6 1/,, mg P abspaltet. Es wurde streng darauf geachtet, nur 
in linearem Gebiet der Substratspaltung zu arbeiten. 

Nach einer Reihe von Vorversuchen wurde der gréBte Teil der Unter. 
suchung in einem Gemeinschaftsversuch durchgefiihrt. 5 Vpn. lebten 
17 Tage unter méglichst gleichen Lebens- und vd6llig gleichen Ernihrungs- 
bedingungen, um damit die weitméglichste Konstanz der iiuBeren Versuchs- 
bedingungen zu gewinnen. 4 dieser Vpn. stehen im Alter zwischen 20 und 
30 Jahren, 1 Vp. ist 50 Jahre alt. Alle Vpn. sind mit Laboratoriumsarbeit 
beschiftigt. Simtliche Vpn. fiihrten am gleichen Tage zur gleichen Tages- 
zeit einen bestimmten Versuch durch. An verschiedenen Tagen lagen dic 
Versuche zu verschiedener ‘Tageszeit. 

Die einzelnen Harnportionen wurden in 1—2, manchmal auch 8 Stunden- 
abstiinden gewonnen. In den Kurven stellen die Phosphat- und Phos- 
phatasewerte jeweils auf die Harnmenge umgerechnete Durchschnitts- 
stundenwerte dar. Die einzelnen Harnportionen wurden sofort mit Toluol 
iiberschichtet und am gleichen Tage angesetzt. Die Colorimetrie erfolgte 
spitestens am niichsten Tage. 


1. Die Phosphataseausscheidung bei normaler Lebensweise. Unter- 
sucht wurden die Ausscheidungsverhiiltnisse von 10 Minnern und 2 Frauen 
in 26 Tageskurven. Da wir aus einigen Vorversuchen den Eindruck hatten, 
daB eine reichliche Vitaminzufuhr mit plétzlichen Ausschiittungen von 
Phosphatase im Zusammenhang stand, wurde eine vitaminarme Kost ver- 
abreicht. 

Diese 26 Kurven zeigen, dab die Harnphosphatase mit erheblichen 
Schwankungen in allen Harnportionen vorkommt. Diese Schwankungen 
zeigen bestimmte RegelmiBigkeiten. 
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In 19 (13 miannlichen, 6 weiblichen) von 26 (19 miinnlichen, 7 weib- 
Tageskurven zeigt sich eine vermehrte Ausscheidung in der Mittags- 
Da diese Steigerung in verschiedenen Fillen schon vor der Mahlzeit 
Es besteht aller- 
dings die Méglichkeit, daB das Frithstiick hier noch nachwirkt. Die 
Hungerversuche (vgl. unten) sprechen dafiir. In insgesamt 11 Fiillen sehen 
auch um die Abendzeit eine vermehrte Ausscheidung. Demgegeniiber 


lichen) 
zeit. 


ir 
wa hier nur in einem Fall ein Absinken. 
Fillen ein Anstieg vor der Mahlzeit. 

Die durchsehnittlichen Ausscheidungsgréfen bei Frauen lagen nur 
so hoch als bei den Minnern. 


Auch hier in verschiedenen 
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Fig. 1. 


‘Tageskurve der Harnphosphatase (x x) und Harnphosphate (x----) bei Mann (M) 
und Frau (W). P.E.: Einheiten der Phosphatase. Hohe Morgenausscheidung beim M (Pro- 
statasekret!), Mittagsanstieg bei M und W, Abendanstieg bei M. 


Es finden sich auBerdem charakteristische individuelle Eigentiimlich- 
keiten. Auffallend niedrig liegen die Werte bei einer Vp. C im Alter von 
21 Jahren und einer Vp. E im Alter von 55 Jahren (im Durchschnitt tiglich 
5000—10000 P.E., gegen 10000—30000 P.E. pro Tag bei den anderen Vpn.) 
Die gleichen Vpn. C und E zeigen eine viel gréBere Konstanz. Wir werden 
die individuellen Eigentiimlichkeiten fiir die weiteren Untersuchungen im 
Auge behalten. 

Ein sicherer Zusammenhang zwischen Phosphatase- und Phosphat- 
ausscheidung lieB sich nicht feststellen. Bei der Ausscheidung der Phos- 
phate iiberlagern sich ja wohl verschiedene Vorgiinge. 


2. Hunger. Im Hungerversuch war fiir 24—36 Stunden jede Nahrungs- 
aufnahme verboten. Die Fliissigkeitsaufnahme entsprach der Ausscheidung. 
Es wurden 7 Versuche an sechs verschiedenen Personen durchgefiihrt. Unter 
diesen Bedingungen findet sich eine weit gréfere Konstanz der Phos- 
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phatasewerte. Das allgemeine Niveau der Ausscheidung liegt im Durch. 
schnitt 20—30°/, héher als an den Tagen normaler Lebensweise.  [) 
keinem Fall beobachteten wir eine deutliche Mittagssteigerung. Die Werte 
schwanken im Laufe des Tages unregelmiibig, ebenso in den Abendstunden. 
Unseres Erachtens spricht diese Tatsache gemeinsam mit der Konstanz dey 
Ausscheidung an diesen Hungertagen fiir eine alimentire Beeinflussung der 
Harnphosphatase. Auch in diesen Kurven sehen wir die schon beob. 
achteten individuellen Verschiedenheiten wieder. Die Vpn. C und E zeigen 
niedriges Niveau. 

Fiir das in den Normalkurven beobachtete Verhiltnis zu den Phos. 
phaten ergaben sich aus diesen Hungerkurven keine neuen Gesichtspunkte. 

8. Harnphosphatase und Kohlenhydratstoffwechsel. Die |e. 
sprochenen Normal- und Hungerkurven bilden die Grundlage fii 
die nachfolgenden Untersuchungen. Untersucht wurden perorale 
Glucosezufuhr, Insulininjektion und beide Eingriffe zusammen. 
Dabei kénnen sich die leichten, dauernden Schwankungen (auch 
im Hungerversuch) mit den durch den Eingriff gesetzten Aus- 
scheidungsverinderungen iiberlagern. Besonders in der 1. Harn- 
portion nach der Belastung, in deren Ausscheidungszeit die 
Resorption bald schneller, bald langsamer stattfindet, kann ein 
Effekt durch eine gegenliiufige Spontanschwankung vor der Resorp- 
tion unterdriickt werden. In den weiteren Harnportionen tritt 
aber der Effekt dann deutlich hervor. Das gleiche gilt fiir die 
Phosphate. Aus diesem Grunde ist eine quantitative Auswertung 
der Versuche schwierig und wir miissen uns auf relative Angaben 
beschriinken, die uns aber hinreichend beweisend erscheinen. 

a) Glucose. Die Vp. nahm mindestens 6—8 Stunden vor dem Ver- 
such keine Nahrung zu sich. 2—3 Harnportionen wurden in Abstiinden 
von 1'/,—2 Stunden gewonnen, dann niichtern Blutzuckerentnahme und 
anschlieBend 150—200 g Glucose in der gleichen Menge Wasser gelést per os. 
Die Blutzuckerbestimmung (nach Hagedorn-Jensen) wurde weiterhin 


méglichst mit der Zeit des Harnlassens zusammen durehgefiihrt. Nach der 


Glucosebelastung wurde die Harnphosphatase in mindestens 4 Portionen, 
d.h. iiber 4—6 Stunden verfolgt. Im Gemeinschaftsversuch war die Be- 
lastung in die laufende Bestimmung der gesamten Phosphataseausscheidung 
eingefiigt. 

Diese Versuche ergaben: In einem Versuch fiel unsere 
Glucosebelastung mit einer plétzlich aufs 5fache gesteigerten 
Ausschiittung von Phosphatase zusammen. Er 1laBt sich deshalb 
nicht verwerten. Die iibrigen 16 Kurven zeigen in 12 Fallen 
mit steigendem Blutzucker ein deutliches Absinken der Phos- 
phataseausscheidung (vgl. Fig. 2). In keinem Fall war ein be- 
merkenswerter Anstieg zu registrieren. In den ibrigen 4 Fallen 
sehen wir leichte Schwankungen, die nicht zu werten sind (wieder 
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9mal bei Vp. C, 1 mal bei Vp. E und im 4. Falle bei einer Vp., 
die nur 1 mal untersucht wurde). Nach 3—4 Stunden, d. h. mit 
fallendem Blutzucker sehen wir in 15 Fallen 12 mal einen Wieder- 
anstieg der Phosphatasewerte iiber den Niichternwert hinaus. Der 
Anstieg wird vermiBt wiederum 2mal bei der Vp. C und 1 mal 
bei der Vp. KE. In einem Fall wurde erst nach 4 Stunden der 
hichste Blutzuckerwert erreicht. Entsprechend sank auch die 
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Fig. 2. 
Blutzucker (() Bei y 1502. Glucose per os 
Starkes Absinken der Phosphatase mit nachfolgendem 
starken Anstieg. 


——©). 


Glucoseversuch. Kurven wie Fig. 1. 
Verhalten der Phosphate atypisch. 


Phosphataseausscheidung 4 Stunden lang ab. Dieser Befund unter- 
streicht unseres Erachtens den eben besprochenen Zusammen- 
hang ganz besonders. 

Das Verhalten der Harnphosphate unter Glucose- und Insulinbelastung 
wurde yon Allan’) studiert. Wir kénnen seine Befunde durch unsere 
Untersuchungen bestiitigen. Allerdings fiel uns auf, daB vor dem Absinken 
der Harnphosphate, das wir nach 1'/,—2 Stunden in 9 von 13 Fiillen beob- 
achteten, in derselben Hiufigkeit ein kurzer, geringgradiger Anstieg in der 
ersten Harnportion zu finden war. Diesen gleichen Anstieg finden wir 
auch in zwei der von Allan verdéffentlichten Kurven wieder, ohne da8 er 
dieser Tatsache Bedeutung beilegt. Die nach einigen Stunden einsetzende 
Mehrausscheidung der Phosphate fanden wir ebenfalls in 75 °/, der Fille. 


b) Insulin. Bei der Insulinbelastung arbeiteten wir unter 


den gleichen Bedingungen wie bei den Glucoseversuchen. In den 
ersten 5 Versuchen wurde das Insulin (10 Einheiten) subcutan, 





?) Biochemic. J. 18, 1170 (1924); vgl. auch E. Wigglesworth, 
E. Woodrow, L. B. Winter u. W. Smith, J. of Physiol. 57, 447 (1923). 
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in den weiteren Versuchen intramuskulir gespritzt. In den letzterey 
Versuchen wurde versucht, die Insulinhypoglykimie nach 3 Stunde, 
durch Glucose zu kupieren. 

In allen Versuchen sehen wir durchschnittlich Blutzuckey. 
werte von 50—60 mg-°/, auf der Hohe der Insulinwirkung. \\j; 
muBten aber feststellen, daB diese Hypoglykimie auch unter der 
spiteren Glucosezufuhr nur langsam verschwindet. 

Die 10 Kurven zeigen in 7 Fallen einen sofortigen deutlichey 
Anstieg der Phosphatasewerte’) (vgl. Fig. 3). In einem Fall, wo 
schon der Vorwert sehr hoch lag, sinkt die Phosphatase in dey 
ersten 1'/, Stunden etwas ab, um aber dann selbst den hohen 






































i ili, se st 
ng — 
90 +- 900 A rt | 
' 
+80 + 800 
, y 
90 }-700 
60 |+- 600 ee 
50 }-500 
. alee ' 
WO+400 we ---4 ' l i 
30 2 —— —_ 
20 +200 
70 + 100 
| i 1 1 l i i ae ae ee ee 
07 72 3 % 15 6 77 18 729 20 at 22" 
Fig. 3. 


Insulinversuch. Kurven wie Fig. 2. Bei y 10 Einheiten Insulin intramuskulir. Ansteiccn 
der Phosphatase. Geringes Absinken der Phosphate mit nachfolgender Ausschiittung. 


Vorwert in den nachsten 11/, Stunden zu iiberschreiten. Linen 
irgendwie bedeutenden dauernden Abfall sehen wir in keiner 
Kurve. In 2 Fallen, wieder bei den Vpn. C und KE, zeigt sich 
im Subcutanversuch keine verwertbare Reaktion. Die Intra- 
muskulirversuche zeigen alle eindeutig vorerwihnten Effekt. Dem 
Anstieg folgt in allen Fillen ein Abfall nach 3—4 Stunden, der 
aber die Vorwerte nicht wesentlich unterschreitet. 

Das von Allan beobachtete Verhalten der Phosphate kinnen wir 
auch hier bestitigen. In 9 von 10 Fillen finden wir Abfall der Harn- 
phosphate in den ersten Stunden nach der Insulinbelastung, nach 
4—6 Stunden dann in allen beobachteten Fillen eine meist sehr erhebliche 
Phosphatausschiittung. 

c.) Insulin -+ Glucose. Aus den bisher geschilderten Ver- 
suchen ergibt sich die Frage, ob fir die beobachteten Ver- 





*) Zwei Frauen-Kontrollversuche zeigten das gleiche Ergebnis. Ge- 
steigerte Prostatasekretion infolge allgemeiner Erregung bei Insulinbelastung 
1aBt sich also sicher ausschlieBen. 
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| snderungen der Phosphataseausscheidung die Verinderungen des 
' Blutzuckerspiegels als solche oder ohne Zusammenhang mit dem Blut- 
' gucker die gesetzten Verinderungen im Kohlenhydratstoffwechsel 
_ EE mabgebend sind. Die Untersuchungen wurden in Kinzelversuchen 
“EE durchgefthrt. Die Vpn. nahmen 3/, bis !/, Stunde vor der In- 
wa sulinspritze (10 Kinheiten) 10 g Glucose zu sich. Nach der In- 
iektion wurde in Abstiinden von '/, bis °/, Stunden je 10—20 g 
| | Glucose, im ganzen etwa 30—50¢g zugefihrt. Eine 4stiindige 
“fi Hungerperiode ging der Belastung voraus. Wir verfolgten in 
” £& diesen Untersuchungen auch das Verhalten der Serumphosphate. 
_ Die Kurven zeigen uns, da es trotz reichlicher Glucose- 
" & oufubr nur in 2 Fallen gelungen ist, den Blutzucker auf derselben 

Hihe zu halten. Diese beiden Kurven lassen eindeutig den gleichen 

Anstieg der Phosphatase und Abfall der Phosphate — hier auch 

im Serum kontrolliert — erkennen, den wir in den Insulinkurven 
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Fig. 4. 
fnsulin-Glucoseversuch. Kurven wie Fig. 2. Serumphosphate (x --- x). Bei y 10 Einheiten 


insulin und in Abstéinden von 3/, Std. insgesamt 40 g Glucose. Ansteigen der Phosphatase. 
Absinken der Phosphate im Blut und im Harn bei gleichbleibendem Blutzucker. 


beobachteten (vgl. Fig. 4). In einem Fall sehen wir bei einem Ab- 
fall des Blutzuckers von der Norm auf einen hypoglykimischen 
Wert den gleichen Phosphatase—Phosphatkurvenverlauf, also eine 
eindeutig positive Insulinkurve im Sinne unserer vorhergehenden 
Ergebnisse. Die beiden letzten Versuche verliefen fiir diesen Zu- 
sammenhang ebenfalls atypisch, erscheinen uns aber fiir die Gesamt- 
hetrachtung besonders interessant. Wir sehen in beiden Fallen, dab 
die alimentiire Hyperglykimie nach der 4 Stunden vorhergegangenen 
Mahlzeit noch nicht abgeklungen ist (Blutzucker 129 mg-°/, und 
115 mg-°/,). In diesen beiden Fallen, wo der Blutzucker von einem 
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alimentiir-hyperglykamischen Wert zum Ruhewert abfiallt, wo aly & 
damit sicher auch bei Beginn des Versuches schon ein erhihty & 
Kohlenhydratumsatz bestand, ist trotz Insulin und Glucose kein 


Anderung in der Phosphatase- und Phosphatausscheidung wah). 
zunehmen. In beiden Fallen sehen wir 2—4 Stunden vor dey, 
Versuch héhere Phosphatasewerte. 

Kine Diskussion der Ergebnisse wird an anderer Stelle ¢. 
folgen. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird tiber Ausscheidung der Harnphosphatase unte 
normalen Lebensbedingungen und im 24—36 stiindigen Hunge 
berichtet. Dabei finden sich neben einer charakteristischen Tages. 
kurve deutliche Unterschiede zwischen Mann und Frau, die zum 
Teil aus der Beimischung von Prostatasekret zum Harn des Mannes 
zu erkliren sind. 

2. Bei Glucosebelastung sinkt in 75°/, der Fille die Ham. 
phosphatase ab und steigen die Harnphosphate an. Der Verlau 
der Kurve entspricht den Veriinderungen des Blutzuckers. 


3. Nach Insulininjektion verhalten sich in 75°/, der Fille 


Phosphatase und Phosphate umgekehrt wie bei der Glucose- 
belastung. 

4. Bei gleichzeitiger Zufuhr von Insulin und Glucose und 
gleichbleibendem Blutzucker iiberwiegt die Insulinwirkung. 


Auch an dieser Stelle sei Herrn Dr. med. Dr.-Ing. W. Kutscher 
fiir wertvolle Beratung und Herrn Dr. med. E. Haimann fir die 
Unterstiitzung bei der Durchfihrung obiger Untersuchungen 
gedankt. 


Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln des 
Instituts fiir EiweiBforschung (Stiftung Behringer). 
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Cerebrosidcyste in der vorderen Schadelgrube. 
Von 


Caspar Tropp und Bruno Eckardt. 


(Aus der Medizinischen Klinik, Wiirzburg.) 


a 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. November 1935.) 


Vou dem Leiter der hiesigen Neurochirurgischen Klinik, 
Herrn Professor Ténnis*), wurden uns 25,5 ccm einer milchigen 
(ystenfliissigkeit mit briiunlichem Bodensatz™) zur Untersuchung 
iibergeben, die bei der Operation einer subarachnoidalen Cyste 
in der vorderen Schidelgrube gewonnen worden waren. Da 
keinerlei Beziehung der Cyste zum Frontallappen des Gehirns 
und zum Liquorsystem aufgefunden wurde, bestand die Méglich- 
keit einer traumatischen Genese, obwohl sich kein sicheres Kopf- 
trauma in der Anamnese feststellen lieB. 

In diesem Zusammenhang interessierte uns besonders der 
Nachweis von Blutfarbstoffen oder seinen Abbauprodukten, sowie 
der Nachweis von anorganischem und organisch gebundenem Eisen. 
Die spektroskopische Untersuchung, selbst in groBer Schichtdicke, 
ergab keinen Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Blutfarb- 
stoff oder seinen Derivaten. Anorganisches Eisen wurde nicht 
aufvefunden. Das organisch gebundene Eisen, mikrochemisch 
nach Rappaport und Hohenberg’) bestimmt, ergab fiir das 
gesamte Cystenmaterial einen Wert von 0,48 mg Eisen. Diese 
Menge entspricht 0,12 g Himoglobin (0,4°/, Eisen) und dieses 
wiederum 0,82 ccm Blut (100 com = 14,6 g Himoglobin). Diese 
errechnete Blutmenge stimmt nur dann, wenn das gesamte nach- 
gewiesene Kisen aus Blutfarbstoff stammt. Auf jeden Fall muf 
die Blutbeimengung in der Cyste sehr gering sein, so daB eine 


*) Der Kranke wurde Herrn Prof. Ténnis von Herrn Prof. Rein- 
wein, GieBen tiberwiesen, Die klinische Arbeit erscheint im ,,Nervenarzt“. 
**) Von der Cystenfliissigkeit, die etwa 300 ccm ausmachte, konnte 
durch den Gang der Operation nur ein kleiner Teil erhalten werden, 
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traumatische Blutung gréBeren AusmaBes ausgeschlossen werde, 
kann. 


Uberraschenderweise zeigte der Trockenriickstand der Cystey, 
fliissigkeit eine sehr starke Zuckerreaktion und ergab nach Hydrolys. 
hohe Zuckerwerte. Auf Grund des hohen Zuckerreduktionswerte; 
der Untersuchung im polarisierten Licht mittels Gipsplatte uy) 
der Jodzahl nehmen wir an, dai das Untersuchungsmaterial jy, 
der Hauptsache aus einem Cerebrosidgemisch, insbesonder 
von Cerebron und Kerasin (72°/, des Trockenmaterials', 
besteht. Die eindeutige chemische Charakterisierung der Cere. 
broside durch Reindarstellung war bei der geringen Material. 
menge nicht méglich. Die Cholesterin- und Phosphorreaktion 
war im Gesamtmaterial vollig negativ, die Neutralfettmenge selr 
gering. Die Trockensubstanz gab eindeutige EHiweiBreaktionen, 
Kin Teil des uncharakterisierten Restes ist sicherlich Eiweif, 
Die getrennte Untersuchung der Cystenfliissigkeit und des ab. 
zentrifugierten Bodensatzes (vgl. unten T'abelle) ergab in letzterem 
eine Sfach gréBere Menge Hisen und eine etwa 13fach griBere 
Menge Fett. 


Die beschriebenen Befunde sprechen fir eine isolierte primiire 
Cerebrosidcyste, die sekundir erweicht ist. Es handelt sich 
offenbar nicht um einen abgesprengten Gehirnteil, da die Phos- 
phatide vollstindig fehlen. Wir schlagen vor, cerebrosidhaltige 
Cysten als ,Cerebrosidome“ zu bezeichnen. Im Weltschrifttum 
fanden wir bisher keine derartige Beobachtung. 

















Zentrifugat ; -Bodensatz _ 
Trockengewicht: 588,8 mg 80,1 mg 
0 | of 
———<—— ——————— — ahs | 
Neutralfett . .. 78 mg} 1,33 13,1 mg | 16,4 
Cerebroside. ..... . 4180 ,, | 72,00 Mohlisch positiv | 
DOR c+ineaess BB, | O06 0,20 mg | 0,25 
Uncharakterisierter Rest. 162,7 ,, 26,6 | EiweiBreaktionen positiy | 


Versuchsteil. 


25,5 ccm der milchig getriibten Cystenfliissigkeit wurden scharf zentri- 
fugiert; 0,5 cem eines graubriunlichen Bodensatzes wurden abgetrennt. Die 
milchige Fliissigkeit und der Bodensatz wurden getrennt untersucht. 


1, Untersuchung der milchigen Fliissigkeit. Die spektroskopische 
Untersuchung der Flissigkeit ergab nach dem Zentrifugieren, selbst bei 
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‘einer Schichtdicke von 150 mm und einer Spaltbreite von 0,03 mm, ein 
F jeeres Spektrum und zeigte keinerlei Absorptionsbande. Auch nach Reduktion 
‘eines kleinen Teiles der Gesamtflissigkeit mit Hydrazinhydrat konnte bei 
' 50mm Schichtdicke und 0,03 mm Spaltbreite kein Hiimochromogenstreifen 
: aufgefunden werden. 
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Es war auffillig, da8 trotz der milchigen Triibung und der grofen 


4 Schichtdicke ein klares Spektrum beobachtet werden konnte. Im ultravioletten 
| Licht fluorescierte die Flissigkeit griin. 


Die Fliissigkeit wurde 3mal mit Ather und 3mal mit Petrolither aus- 


' oeschiittelt, der vereinigte Ather- und Petrolatherauszug wurde mit gegliihtem 
Natriumsulfat getrocknet und vorsichtig eingedampft. Der Riickstand betrug 
'78mg Neutralfett. Die Farbe der schmierigen Substanz war hellbraunlich. 
Die Phosphor- und Cholesterinreaktion war negativ, die Mohlischsche 
' Zuckerreaktion war sehr schwach positiv. 


Die ausgeiitherte Lésung wurde im Vakuum bei geringer ‘lemperatur 


| »w Trockne verdampft und nochmals mit Ather 4 Stunden erschépfend 
F extrahiert, wobei sich nur geringe Substanzspuren herauslisen lieBen, die 
nicht gewichtsmiéBig erfaBt werden konnten. Der getrocknete Riickstand 
| wog 581 mg, hatte eine lichtbraune Farbe und wurde in kleinen, sehr leichten 
| Blittchen erhalten, Die Substanz léste sich in Pyridin und warmem Alkohol 
' mm groBten Teil, es blieb ein glasig aussehendes EiweiBgeriist zuriick. Die 
' Phosphor- und Cholesterinreaktionen waren auch bei diesem Material vollig 
_ negativ, die Mohlischsche Zuckerreaktion dagegen sfark positiv. 


Mikroeisenbestimmung nach F. Rappaport und E. Hohenberg 


(a, a. O.): 72,04 mg Subst.: 0,745 cem n/200-Na,8,0,. Gef. 0,0347 mg Fe. 
' Gesamtmenge Fe in 581 mg: 0,28 mg (0,28 mg Eisen = 70 mg Himoglobin = 
- 048 cem Blut). 


Die Hydrolyse der Substanz zur Zuckerbestimmung [Thierfelder 
und Klenk*)] wurde mit 15°/,iger Schwefelsiiure in einem zugeschmolzenen 
Kélbchen durchgefiihrt und der Zucker nach Hagedorn-Jensen’) be- 
stimmt. 24,4 mg Subst.: Endvolumen 10 cem, davon verbrauchen 0,1 (0,5) cem 
1,78 (0,92) eem n/200-Na,8,0,. Gef. 3,80 (3,82) mg Glucose. 

Der Glucosewert mit dem Faktor 4,6 fiir Cerebroside multipliziert 
ergibt 17,5 (17,6) mg Cerebrosid. Daraus ergeben sich fiir die Gesamtsubst. 
von 581 mg 418 mg Cerebrosid = 72 °/). 

Die Untersuchung*) der aus Pyridin auskrystallisierenden 
Krystalle im polarisierten Licht mittels Gipsplatte nach Rosen- 
heim4) ergab in etwa gleichen Mengenverhiltnissen das Vorliegen 
von Cerebron und Kerasin. In simtlichen Quadranten waren so- 
wohl gelb als auch blau leuchtende Krystalle zu erkennen, die 
beim Drehen durch die optische Achse in den gegeniiberliegenden 
Quadranten die je fiir Cerebron und Kerasin charakteristische 
Farbe zeigten. 

*) Wir danken Herrn Dr. Philipp Schmitt vom hiesigen Minera- 
logischen Institut bestens fiir seine freundliche Hilfe. 
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Jodzahlbestimmung nach Rosenmund und Kuhnhenn) (Mikn. & 


methode). 7,45 mg Subst.: 1,94 ccm n/50-Na,8,0,. Gef. 33,06. Ber. 3041 
(Cerebron), 30,6 (Kerasin). 

2. Untersuchung des Zentrifugierrickstandes. 0,5 cem des schar! 
abzentrifugierten Riickstandes wurden 3-mal 3 Stunden mit Ather in eine, 
Mikrosoxhlet extrahiert, getrocknet und im Vakuum verdampft. Es wurde 
13,2 mg eines hellbriiunlichen Neutralfettes erhalten. Phosphor- und Chole. 
sterinreaktion negativ, Mohlischsche Reaktion schwach positiv. Die g. 
trocknete Restsubstanz war ein hellbraunes Pulver. Auch hier war di 
Phosphor- und Cholesterinreaktion negativ, die Mohlischsche Reaktio 
dagegen stark positiv. 

Der ganze Rest wurde fiir die Mikroeisenbestimmung (vgl. oben) ver. 
wendet. 66,93 mg Subst.: 4,30 cem n/200-Na,8,0,. Gef. 0,200 mg Fy 
(0,200 mg Fe = 50 mg Hiimoglobin = 0,34 cem Blut). 
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Uber die Abgrenzung der Sterine 
gegentiber anderen Alkoholen der Polyterpen-Reihe 
und tiber den Bau des Lanosterins und Onocerins. 


Von 
H. Schulze. 


Mit 7 Figuren im Text. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitits-Laboratorium Gédttingen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1935.) 


,Vie Sterine sind hochmolekulare, ungesittigte, wasserstoff- 
reiche Alkohole, die in bezug auf das Verhiltnis von Kohlenstoff- 
zu Wasserstoffatomen den Polyterpenen nahestehen. Sie krystalli- 
sieren aus Ather wasserfrei in Nadeln, aus verdiinntem Alkohol 
in Blattchen, die 1 Mol Krystallwasser enthalten. Mit Essigsiure- 
anhydrid und konzentrierter Schwefelsiure, sowie mit einigen 
anderen Reagentien geben sie ziemlich charakteristische Farb- 
reaktionen. Sie wirken entgiftend auf Saponine und geben, soweit 
lie bisherigen Untersuchungen reichen, mit Digitonin unlésliche 
Additionsprodukte.“ So kennzeichnete Windaus?’) im Jahre 1911 
die Gruppe der Sterine. Heute, nach der Konstitutionsaufklirung, 
bezeichnet man als Sterine und Sterinabkémmlinge Derivate des 
Cyclo-pentano-perhydro-phenanthrens (I)’). 

DaB die unter dem Namen ,,Sitosterine* zusammengefaBten 
Verbindungen dieser Gruppe angehéren, unterliegt keinem Zweifel. 


Pte 
nC CH UH, 
| 
CH, HC CH—CH, 
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H,C Nt 
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H.C CH CH, 
WZ 
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Dagegen gibt es viele ein- und mehrwertige Polyterpenalkohole, 


die man zu den Sterinen gerechnet hat, weil sie die gleichen 
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§6 H. Schulze, 


Farbreaktionen geben und sich aus den Analysen eine Ahnlich 
Zusammensetzung ergab. Aber in ihren Kigenschaften unterscheide, 
sie sich merklich von den typischen Sterinen. Es gehiren he. 
sonders rechtsdrehende Alkohole dazu. Sie sind nicht mit Digitoniy 
fallbar und haben meist etwa 30 Kobhlenstoffatome. Einige ent. 
halten auch mehrere Sauerstoffatome. 

Die in der Literatur angegebenen Bruttoformeln reichen x 
einer systematischen Einordnung nicht aus. Denn abgesehen yoy 
der Schwierigkeit, die Stoffe analysenrein darzustellen, unterscheidey 
sich die Werte von C und H fiir mehrere der in Betracht kommende; 
Formeln so wenig, da8 die Differenzen innerhalb der analytischien 
Fehlergrenzen liegen. Dazu halten die freien Alkohole hiiufig etwas 
Krystallwasser sehr fest und geben dann leicht unbrauchbare 
Analysenzahlen. 

Nun haben in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen 
verschiedener Forscher*) gezeigt, dai aus Stoffen, die das charakte. 
ristische Vierringsystem der Sterine enthalten, bei der Dehydrie. 
rung mit Selen bei etwa 330° neben anderen Produkten der 
»Dielssche Kohlenwasserstoff* C,,H,, erhalten wird. Auch andere 
Polyterpene geben oft charakteristische Dehydrierungskoblen- 
wasserstoffe. Das schien ein Weg, die Zuordnung zu Sterinen 
oder anderen Polyterpenalkoholen durchzufiihren. Lanosterin und 
Onocerin wurden untersucht. 

Im Jahre 1872 konnte E. Schulze‘) aus dem Wollfett de 
Schafe einen Stoff gewinnen, dem er die Formel C,,H,,O zuerteilte, 
und den er wegen seiner Ahnlichkeit mit Cholesterin als_,,[so- 
cholesterin® bezeichnete. Durch das Verfahren von. Lifschiitz 
und Vietmeyer’) wurde Isocholesterin leicht zuginglich. Im 
Jahre 1930 konnten Windaus und T'schesche’) zeigen, dai 
Isocholesterin aus einem Gemisch zweier Stoffe besteht, die sie 
als ,,.Lanosterin“ und ,,Agnosterin* bezeichneten. Das Lanosterin 
hat die Zusammensetzung C,,H,,O. Mit Benzopersiure waren 
zwei*) Doppelbindungen nachweisbar. Agnosterin hat die Forme! 
C,,H,,0 und drei durch Benzopersiiure nachweisbare Doppel- 


bindungen. Beide Stoffe nehmen indessen bei der katalytischen | 


Hydrierung nur 1 Mol Wasserstoff auf. Dieser Befund wird im 
wesentlichen bestitigt von Windaus, v. Werder und Gschaider’ 
sowie von Dorée und Garratt'), die auch am Lanosterin Abbau- 


*) Nach Dorée und Garratt nimmt Lanosterin aus Benzopersiiure 
nur 1 Atom Sauerstoff auf. 
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versuche unternommen haben. Sie erhielten dabei einige Ketone 
| und Siuren, die aber iiber das zugrunde liegende Kohlenstoffgeriist 
| nicht viel aussagen kénnen. Eine kiirzlich von V. Humnicki’®) 
tonin | erschienene Arbeit, in der behauptet wird, das _ ,,[socholesterin“ 
ent. q sei eine einheitliche Verbindung der Zusammensetzung ©,,H,,O 
' und mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit ein Homologes des Chole- 
sterins, ist mit den neueren Ergebnissen nicht vereinbar, Anhalts- 
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you ff punkte, daB im ,,.I[socholesterin* auBer Lanosterin und Agnosterin 
idep ME noch andere Verbindungen vorkommen, haben sich nicht ergeben. 
nden Die ersten Zweifel an der Sterinnatur des ,,.[socholesterins“ 
chen wurden von Windaus und Tschesche geauBert. Sie vermuteten 


twas Me  Beziehungen zu ,,Harzalkoholen“, wie Amyrin und Lupeol. In der 
bare | ilteren Literatur finden sich mehrfach Angaben®?°) iiber die Auf- 
' findung von ,,Jsocholesterin“ oder sehr ahnlichen Stoffen in pflanz- 
| lichen Produkten, insbesondere im Rohkautschuk. 

kte. Als Ausgangsmaterial stand mir ein rohes_,,[socholesterin“ 
| zur Verfigung, das noch etwa 10°/, digitoninfallbarer Bestand- 


rie- 

der @ teile enthielt. Nach mehreren vergeblichen Versuchen gelang es 
lere (in Anlehnung an die von Dorée gegebene Vorschrift zur Dar- 
ep. | stellung von Lanosterin), durch einmaliges Umkrystallisieren aus 
nen Aceton—Methanol von Cholesterin freies, rohes_,,[socholesterin“ 


ind @ Zu gewinnen. 

Bei der auBerordentlichen Ahnlichkeit zwischen Lanosterin 
und Agnosterin kann man annehmen, daf beiden Stoffen das 
sleiche Kohlenstoffgeriist zukommt. Daher wurde zur Dehydrierung 
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an, mit Selen das Gemisch ,,[socholesterin“ (bestehend aus etwa 92°/, 
‘t7 @ Lanosterin und 8°/, Agnosterin) — in einem zweiten Versuch 
te ,lsocholesterinacetat“ verwendet. In beiden Fallen wurde ein bei 
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Fig. 1, 1,2,8-Trimethylphenanthren 
0,002 °/, in Ather. 











Fig. 2. 3-Methyl-cyclopenteno-phenanthren 


0,002°/, in Ather. 
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Farbreaktionen geben und sich aus den Analysen eine thnliche 
Zusammensetzung ergab. Aber in ihren Eigenschaften unterscheidey 
sie sich merklich von den typischen Sterinen. Es gehiren he. 
sonders rechtsdrehende Alkohole dazu. Sie sind nicht mit Digitoniy 
fiillbar und haben meist etwa 30 Kohlenstoffatome. Einige ent. 
halten auch mehrere Sauerstoffatome. 

Die in der Literatur angegebenen Bruttoformeln reichen zy 
einer systematischen Einordnung nicht aus. Denn abgesehen von 
der Schwierigkeit, die Stoffe analysenrein darzustellen, unterscheiden 
sich die Werte von C und H fiir mehrere der in Betracht kommenden 
Formeln so wenig, daB die Differenzen innerhalb der analytisclien 
Fehlergrenzen liegen. Dazu halten die freien Alkohole hiiufig etwas 
Krystallwasser sehr fest und geben dann leicht unbrauchbare 
Analysenzahlen. 

Nun haben in den letzten Jahren zahlreiche Untersuchungen 
verschiedener Forscher*) gezeigt, daB aus Stoffen, die das charakte- 
ristische Vierringsystem der Sterine enthalten, bei der Dehydrie- 
rung mit Selen bei etwa 330° neben anderen Produkten der 
»Vielssche Kohlenwasserstoff* C,.H,, erhalten wird. Auch andere 
Polyterpene geben oft charakteristische Dehydrierungskohlen- 
wasserstoffe. Das schien ein Weg, die Zuordnung zu Sterinen 
oder anderen Polyterpenalkoholen durchzufiihren. Lanosterin und 
Onocerin wurden untersucht. 

Im Jahre 1872 konnte E. Schulze‘) aus dem Wollfett der 
Schafe einen Stoff gewinnen, dem er die Formel C,,H,,O zuerteilte, 
und den er wegen seiner Ahnlichkeit mit Cholesterin als ,,Iso- 
cholesterin“ bezeichnete. Durch das Verfahren yon. Lifschiitz 
und Vietmeyer®) wurde Isocholesterin leicht zuginglich. Im 
Jahre 1930 konnten Windaus und Tschesche®) zeigen, dab 
Isocholesterin aus einem Gemisch zweier Stoffe besteht, die sie 
als ,,.Lanosterin* und ,,Agnosterin“® bezeichneten. Das Lanosterin 
hat die Zusammensetzung C,,H,,.O. Mit Benzopersiiure waren 
zwei*) Doppelbindungen nachweisbar. Agnosterin hat die Forme! 
C,,H,,0 und drei durch Benzopersiiure nachweisbare Doppel- 
bindungen. Beide Stoffe nehmen indessen bei der katalytischen 
Hydrierung nur 1 Mol Wasserstofi auf. Dieser Befund wird im 


wesentlichen bestitigt von Windaus, v. Werder und Gschaider’) 


sowie von Dorée und Garratt‘), die auch am Lanosterin Abbau- 


*) Nach Dorée und Garratt nimmt Lanosterin aus Benzopersiiure 
nur 1 Atom Sauerstoff auf. 
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versuche unternommen haben. Sie erhielten dabei einige Ketone 
und Siuren, die aber iiber das zugrunde liegende Kohlenstoftgeriist 
nicht viel aussagen kénnen. Kine kiirzlich von V. Humnicki’) 
erschienene Arbeit, in der behauptet wird, das _ ,,[socholesterin“ 
sei eine einheitliche Verbindung der Zusammensetzung C,,H,,O 
und mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit ein Homologes des Chole- 
sterins, ist mit den neueren Ergebnissen nicht vereinbar. Anhalts- 
punkte, daB im ,,[socholesterin“ aufer Lanosterin und Agnosterin 
noch andere Verbindungen yorkommen, haben sich nicht ergeben. 

Die ersten Zweifel an der Sterinnatur des ,.[socholesterins“ 
wurden von Windaus und T’schesche geiiuBert. Sie vermuteten 
Beziehungen zu ,,Harzalkoholen“, wie Amyrin und Lupeol. In der 
‘ilteren Literatur finden sich mehrfach Angaben®?°) iiber die Auf- 
findung von ,,lsocholesterin“ oder sehr ihnlichen Stoffen in pflanz- 
lichen Produkten, insbesondere im Rohkautschuk. 

Als Ausgangsmaterial stand mir ein rohes_,,l[socholesterin“ 
zur Verfiigung, das noch etwa 10°/, digitoninfillbarer Bestand- 
teile enthielt. Nach mehreren vergeblichen Versuchen gelang es 
(in Anlehnung an die von Dorée gegebene Vorschrift zur Dar- 
stellung von Lanosterin), durch einmaliges Umkrystallisieren aus 
Aceton—Methanol von Cholesterin freies, rohes ,.socholesterin“ 
zu gewinnen. 

Bei der auBerordentlichen Ahnlichkeit zwischen Lanosterin 
und Agnosterin kann man annehmen, daB beiden Stoffen das 
cleiche Kohlenstoffgeriist zukommt. Daher wurde zur Dehydrierung 
mit Selen das Gemisch ,,[socholesterin“ (bestehend aus etwa 92°/, 
Lanosterin und 8°/, Agnosterin) — in einem zweiten Versuch 
.lsocholesterinacetat“ verwendet. In beiden Fiillen wurde ein bei 
142143° schmelzender Kohlenwasserstoff C,,H,, erhalten. Sein 
Absorptionsspektrum (Fig. 1) zeigte eine auffallende Ahnlichkeit 
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Fig, 1. 1,2,8-Trimethylphenanthren Fig. 2. 3-Methyl-cyclopenteno-phenanthren 
0,002 °/, in Ather. 0,002°/, in Ather. 
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mit dem der Alkyl-phenanthrene (vgl. Fig. 2). Er wurde duro} 


Pikrat und Chinon charakterisiert. Der Mischschmelzpunkt 1) 
,2,8-Trimethyl-phenanthren (11)*), das mir von Herrn Prof. Ruzick; § 


ss 


freundlichst zur Verfiigung gestellt war, zeigte keine Depressio, Eg 
f \ 
I 


~~ 
Ss 
‘ 


Absorptionskonstante in inm-? 





05+ | 
i 
7: 250. #43500 
Welleriange in nj 
Fig. 3. 1,2,8-Trimethyl-phenanthren (Ruzicka) 0,002°/, in Ather. 


Die Absorptionsspektren stimmen ebenfalls innerhalb der Fehler. 
grenzen tiberein (vgl. Fig. 3). 

AuBer 1,2,8-Trimethyl-phenanthren lieB sich aus den héher 
siedenden Anteilen ein Stoff isolieren, der nach mehrmaligen 
Umkrystallisieren aus Ligroin einen Schmelzpunkt von 212—213 

CH 


A 


A ht, 
HC C—CH, 


CH, 


autwies. Auf die weitere Untersuchung wurde vorlautig verzichte' 
da es in erster Linie darauf ankam, Aussagen iiber die Zugehérig- 
keit des ,,I[socholesterins* bzw. Lanosterins zu den Sterinen oder } 
einer anderen Gruppe von Polyterpenen zu machen. Und dazu 
sind die Kohlenwasserstoffe von mittlerem Molekulargewicht weit 
besser geeignet, wie sich mit aller Deutlichkeit aus Arbeiten von 
Dimroth’), Jakobs"), Ruzicka?’), Tschesche*) u. a. ergibt. 








*) Dessen Konstitution Haworth und Mavin™) durch Synthese be- } 
wiesen haben. 








de durc} 
unkt mj 
Ruzick, 


pression 


Fehler. 

oh 
. héher 
aligen 
mm D>] 3 


ee 











Abgrenzung der Sterine gegeniiber anderen Alkoholen usw. 


839 


Hosking und Brandt#‘) haben bei der Dehydrierung von 


Manoyloxyd (III) — einem im Harz von Dacrydium Colensoi vor- 
1,2,5-Trimethyl-naphthalin 
Bei der Behandlung 
yon Manoyloxyd mit Ameisensiure entsteht Isomanoen (IV), das 
bei der Dehydrierung mit Selen das gleiche Phenanthrenderivat 


kommenden Diterpenoxyd — neben 
auch 1,2,8-Trimethyl-phenanthren erhalten. 


als Hauptprodukt liefert. 





Aus Iso-agathensiure-methylester (V), der aus im Manila- 


bzw. Kaurikopal vorkommender Agathen-disiure (VI) erhalten 


wird, 


bekamen Ruzicka und Hosking?®) bei der Dehydrierung mit 


Selen ebenfalls 1,2,8-Trimethyl-phenanthren. 
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Hieraus kann man ersehen, daB das Lanosterin 
den Sterinen, sondern in eine andere Gruppe von 
terpenen gehort. 

Wenn man 1,2,8-Trimethyl-phenanthren als Grundla 
das Kohlenstoffgeriist des Lanosterins verwenden will, 
man dabei grundsiatzlich 3 Méglichkeiten nicht auBer achi 
die die Verwendbarkeit der Selendehydrierung zur Konstit 
ermittlung einschrinken: | 

1. kann bei Abspaltung von OH-Gruppen eine Pin 
umlagerung eintreten*). Als Beispiel sei das von Ruzic 
Meyer’) bei der Dehydrierung von Abietinol (VII) be 
Homoreten (VIII) angefiihrt. 

2. sind bei der Dehydrierung wiederholt Ringschiiis 
achtet worden. [Vgl. die Bildung von 1,2,8-Trimethyl-phe: 
aus dem oben erwahnten Manoyloxyd (I11)}. 

3. haben Haworth, Mavin und Sheldrick! 
da8 in bestimmten Fillen bei der Dehydrierung von 
Phenanthrenen Alkylwanderung eintritt. 


C,H, 
| { { 
C CH ; oe 
i i, ( ( ( CH 
HC C CH CH,. = 
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HC C C i lillies 
—— Ser ( Hi, | ( 
CH C CH 
CH, | 
HC C—CH 
as \CH, , 
CH a 
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Ruzicka?§) hat als Bauprinzip der ‘Triterpene ein 
Tetra-cyclo-squalen fhnliches Kohlenstoffgeriist (IX) ange 
das in 6 Isoprenreste zerlegt werden kann. Das kann sichet 
nicht auf Lanosterin iibertragen werden. Charakteristisc! 





*) Aus den Dehydrierungsprodukten des ,,[socholesterins“ ko: 
mal in sehr geringer Menge ein alkaliléslicher Anteil isoliert werden 
nach Methylierung mit Dimethylsulfat bei 215—230° (14 mm) siedete. 
zeigte den Schmelzp. 179—180° und gab bei der Analyse Zahlen, di 
auf einen Trimethyl-phenanthrol-methylither stimmten. Dieses Erg 
bedarf noch der Nachpriifung. Es wiirde bei seiner Bestitigung eine Pinak : 
umlagerung ausschlieBen. 
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— 


verbesserte. Seine Abbauversuche mit verschiedenen Oxydat 
mitteln ergaben nur amorphe Produkte. 1934 nahm Diet; 
die Arbeiten am Onocerin wieder auf. Aus seinen Vers 
leitete er die ,,vorliufige Arbeitsformel“ (X) ab. 

Von seinen Ergebnissen sei nur das Wichtigste hier ange! 








CH weneee 
CH,—CH—CH, 
ia a 
x | | l C] 
HO C—CH=CH— CHOH—CH,—CHOH $—cH=c 
a CF 


C,H, 


Bei der Titration mit Benzopersiiure lieBen sich zwei Doppe! 
bindungen nachweisen, was ich bestitigen kann. Die Hydrierw 
zum Tetrahydro-onocerin geht nach Dieterle ungewdhnli 
schwer. Nur bei 55° und 6 at konnte mit Platinoxyd in Kisessig 





y 


vollige Hydrierung erreicht werden. Dagegen konnte ich fest. 


stellen, daB bei Verwendung von Onocerin-diacetat die Hydrierun: 
ohne Schwierigkeit unter gewédhnlichen Bedingungen ausgefiilirt 
werden kann. Nur gegen Ende der Reaktion mu8 kurze Zeit 


erwirmt werden. 


Bei der Ozonisierung des Onocerins in Essigester fand Dieter! 


Benzaldehyd. Dieses erstaunliche Ergebnis veranlaBte mich, unter 
genauester Innehaltung der von Dieterle angegebenen Bedingungen, 
den Versuch zu wiederholen. Dabei konnte Benzaldehyd auch 


nicht in Spuren isoliert werden. 


Da nach X Onocerin ein Styrolderivat ist, miiBte es im 
Ultraviolett eine starke Absorption zeigen. Onocerin-diacetat gab 
in 0,5°/,iger Lésung in Chloroform das in Fig. 4 wiedergegebene 


250 300 
Wellenignge in MAb 


Fig. 4. Onocerin-diacetat 0,5°/, in Chloroform. 


Absorptionsspektrum. Zum Vergleich seien die Absorptionsspektren 
des Styrols (Fig. 5) und des einen Benzolring enthaltenden Neo- 
ergosterins (Fig. 6) angefiihrt. Fig. 5 und 6 sind dazu noch mit 
wesentlich geringeren Konzentrationen aufgenommen worden. Daraus 
geht wohl mit Sicherheit hervor, daB die von Dieterle vor- 
geschlagene Formel nicht zutreffend ist. 
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dai . Dehydrierung mit Selen vermittelte auch hier den ersten 
ter] 2% ick in den Aufbau des Kohlenstofigeriistes. In glatte: 
-_ ; . 
re -\ 
[| 
/ \ / 
( \ ~ 
e ee 
Pe , Y a 
0,0045° Atl | g l ( 
Oppel. & ‘tion wurde ein bei 113—114° schmelzender Kohlenwasser- 
erung erhalten, der durch Pikrat, Styphnat und Trinitrobenzolat 
holich & ier charakterisiert wurde. Er erwies sich als 1,2,5,6-Tetra- 
Sessig hyl-naphthalin (XI). Bemerkenswerterweise erhéhte ein der 
lest. 7 |jehydrierung vorangehendes Erhitzen des Onocerins auf etwa 
rung BF 250° die Ausbeuten an dem Kohlenwasserstotf ganz erheblich*) 
rs Bh oth 
CH ct CH CH oy, 
erie & ( CH CH C C CH, CH, 
inter & i i CH, a ge il Bie i 
igen, fe b4s—© C CH CH, CH, CH C CH, 
wuch H C C—CH, H.C CH CH 
SN oe i 
7” : ( Ca, C—CH, 
gab CH, aan Ye C—CH, 
ene le al 
XI XI CH, 
Das 1,2,5,6-Tetramethyl-naphthalin ist von Ruzicka und 
Mitarb.!?) bei der Dehydrierung von Triterpenen wie Betulin (XII), 
Sumaresinolsiure und anderen regelmafig aufgefunden worden. 
Wihrend Ruzicka und v. Veen*) bei der Dehydrierung 
von 10 g Betulin XI nicht isolieren konnten und auch spiater*®) 
en § ausdriicklich angeben, die Isolierung des 1,2,5,6-Tetramethyl- 
0- naphthalins gelinge leicht nur bei Verarbeitung gréerer Mengen, 
it konnte es bei der Dehydrierung von 2,5 g Onocerin bequem er- 
18 halten werden. 
e 


*) Dasselbe wurde von Ruzicka") bei der Dehydrierung der camel 
resinolsiiure mit Selen beobachtet. 
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Dieses Ergebnis gab den AnlaB zur Nachpriifung der Summer. 
formel. 

Um einwandsfrei reine Stoffe in Hinden zu haben, dient. 
das bei 224° schmelzende Onocerin-diacetat als Ausgangsmateria] 
Es wurde noch mehrmals umkrystallisiert, wobei sich der Schmely. 
punkt nicht mehr dnderte. Bei der Analyse gab es Zahlen, dj 
gut mit C,,H,,0,(COCH,), + 2H iibereinstimmten. Dieses Produk 
wurde noch 6mal aus verschiedenen Lésungsmitteln umkrystalli. 
siert. Der Schmelzpunkt, sowie die Analysenzahlen blieben un. 
verindert. Jetzt wurde vorsichtig mit methylalkoholischem Kaj 
verseift, um ganz reines Onocerin (Schmelzp. 232°) zu erhalten, 
Das Verseifungsprodukt schmolz indessen bei 202°. Es gelingt 
aber durch Umkrystallisieren aus Benzol, Onocerin vom Schmelz. 
punkt 232° in das bei 202° schmelzende Produkt umzuwandeln, 
Beide Stoffe haben 2 aktive Wasserstoffatome (Zerewitinoffbest,\ 
unterscheiden sich innerhalb der Fehlergrenzen nicht in der 
optischen Drehung, geben dieselben Analysenzahlen und identische 
Derivate. Es handelt sich wohl um verschiedene Modifikationen 
desselben Stoffes. 

Bei der Verbrennung wurden in 6 Fallen (vgl. Versuchsteil) 
nur einmal annahernd richtige, auf C,,H,.O, + 2H passende 
Zahlen erhalten; die iibrigen Werte lagen in derselben GréBen- 
ordnung, wie sie Thoms fiir das Onocerin vom Schmelzp. 232° 
gefunden hat. Wahrscheinlich ist sehr fest gebundenes Krystall- 
wasser dafiir verantwortlich zu machen. 

Der bei 202° schmelzende Stoff gab mit Essigsiureanhydrid 
das Acetat vom Schmelzp. 224° zuriick. Die Analysenzahlen 
stimmten wieder gut auf C,,H,,O,(COCH,), + 2H. 

Weiter wurde noch das Benzoat dargestellt, das sehr gut 
zu der Formel ©,,H,,0, + 2H passende Werte zeigte, in Uber- 
einstimmung mit einer alten Beobachtung von Klobb?’), wonacl 
»oterinacetate“ und besonders ,,-benzoate“ besser zu verbrennen 
sind als die freien Alkohole. Zur Sicherstellung der Forme! 
wurden noch 3,5-Dinitrobenzoat, Anisat und Chloracetat dar- 
gestellt, die simtlich in guter Ubereinstimmung mit der Zu- 
sammensetzung C,,H,,0, + 2H standen. Das analysenreine Chlor- 
acetat zeigte merkwiirdigerweise einen sehr unscharfen Schmelz- 
punkt von 238— 244°, der sich auch bei mehrfachem Umkrystalli- 
sieren nicht mehr anderte. 


Diese Befunde lassen erkennen, da’ auch Onocerin nicht zu 
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jen Sterinen gehért, sondern nach seinem ganzen Verhalten in 
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die Klasse der Triterpene*) zu zihlen ist. 

Bei den in der Natur vorkommenden fliissigen Terpenen 
liegen sehr hiiufig Gemische vor. Das gleiche wurde auch bei 
festen Terpenverbindungen beobachtet. Sicher nachgewiesen ist 
es von Ruzicka®*) bei den Alantolactonen, sehr wahrscheinlich 
auch bei der Elemisiure*%), Anhaltspunkte, daB ahnliche Ver- 
iiltnisse beim Ouocerin vorliegen, haben sich bisher nicht ergeben. 


Herrn Prof. Dr. Windaus danke ich fiir die Leitung und 
Unterstiitzung meiner Arbeit. 


Versuchsteil. 


Reinigung des ,,Isocholesterins‘. Das Rohprodukt zeigte folgende 
Daten: Schmelzp. 87—110°% 
23 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a = + 0,329; [o]}9= + 27,8°. 


Durch Digitonin werden etwa 10°/, gefiillt. 

400 g ,,Isocholesterin“ wurden in 6,67 Liter Aceton gelést und itiber 
Nacht im Eisschrank ‘aufbewahrt. Der ausgeschiedene, wachsartige Kérper 
wurde abfiltriert und die zum Sieden erhitzte Lésung so langsam mit 
3,34 Liter Methanol versetzt, da keine Fiillung eintrat. Nach 24 Stunden 
wurde filtriert, mit 400 cem Methanol gewaschen und im Wasserstrahlvakuum 
auf dem Wasserbad getrocknet. Ausbeute 112,8 g. Mit Digitonin in Alkohol 
(1°/,ige Lésung) trat nach 1 Stunde nur eine geringe Triibung auf. Schmelz- 
punkt 136—137°. 

22,6 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 

a =+0,70°; [0]2°= + 61,9° 


Dehydrierung mit Selen. 70 ¢ ,,Isocholesterin werden mit 80 g 
rotem Selen 49 Stunden auf 335° erhitzt. Danach hat die Selenwasserstoff- 
entwicklung fast ganz aufgehért. Das Reaktionsprodukt wird mit Ather 
extrahiert **), 

Nach dem Abdestillieren des Liésungsmittels blieben etwa 40 g dunkel- 
braunes, mit Krystallen durchsetztes Ol zuriick, das bei 15 mm fraktioniert 
destilliert wurde. Folgende Fraktionen wurden erhalten: 


*) Aus diesem Grunde méchte ich vorschlagen, fiir das Onocerin oder 
Onocol nur den alten Namen ,,Onocerin“ beizubehalten, weil er bereits 
von Hlasiwetz wegen der Ahnlichkeit mit Betulin so gewiéhit wurde 
und sich auch heute noch den Namen der iibrigen Triterpene, Betulin, 
Amyrin usw., besser einfiigt. 

**) Beim Ausschiitteln dieser Atherlésung mit Alkali unter sorgfiltigem 
AusschluB von Luft konnte einmal das oben erwihnte Phenanthrol ge- 
wonnen werden. 
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1. Bis 180% Vorlauf, krystallisiert nicht. 

2. 180—200°. 

3. 200—250°. | Ans diesen Fraktionen wurden Krystalle erhalten, 
4, 250—280°. 


Aus Fraktion 2 schied sich nach nochmaligem Destillieren iiber Natrjyy 
bei laingerem Stehen im Eisschrank eine geringe Menge farbloser Krystal 
ab. Diese wurden mit Fraktion 3 vereinigt. Fraktion 3 wird weiter zerleg, 

la. Bis 210° 

2a. 210—220°. 


1a schied beim Stehen im Eisschrank Krystalle ab, die mit 2a yer. 
einigt wurden. 2a wurde jetzt noch einmal sorgfiltig fraktioniert und di: 
volikommen krystallisierende Fraktion 210—220° zur Entfernung noch az. 
haftenden Ols auf Filtrierpapier abgepreBt. Nach Umkrystallisieren ay 
Alkohol zeigt das Produkt einen Schmelzpunkt von 118—130° und ein 
intensiv violette Fluorescenz, die sich bei weiterem Reinigen verliert. Nach 
3maligem Umkrystallisieren erreicht der jetzt rein weiBe Kohlenwassersto{ 
den Schmelzp. 142—143°. 


2,965 mg Subst.: 10,060 mg CO,, 2,040 mg H,O. — 0,202 mg Subst. in 
3,370 mg Campher: 4 = 10,1. — 0,235 mg Subst. in 3,230 mg Campher: 
A = 11,7°. 

C,,H,, Ber. C 92,7 H 7,28 M 220 
Gef. ,, 92,54 ,, 7,69 ,, 287, 246. 


Pikrat. Berechnete Mengen Pikrinsiure und Kohlenwasserstoff werden 
in wenig Alkohol gelést. Beim Erkalten krystallisierten lange, orangefarbene 
Nadeln aus, die bei 164—165° schmolzen, 


Chinon. 37,4 mg Kohlenwasserstoff werden in Eisessig gelést und 
dazu eine Lésung von 83 mg Chromsiiureanhydrid in 3 cem Wasser und 
10 cem Eisessig gegeben. Nach 3stiindigem Stehen auf dem Wasser)had 
war die Chromsiiure verbraucht. Dann wird mit soviel (etwa 50 ccm) 
Wasser versetzt, daB die entstehende Triibung sich in der Hitze gerade 
wieder lést. Beim Erkalten krystallisieren sehr kleine, goldgelbe Krystall- 
flitter vom Schmelzp. 192° aus. Mit konzentrierter Schwefelsiure geben sie 
eine intensiv moosgriine Firbung. Nach 2maligem Umkrystallisieren aus 
Alkohol werden orangefarbene Prismen erhalten, die bei 196—197° schmelzen. 


5,100 mg Subst.: 15,195 mg CO,, 2,550 mg H,0. 
C,,H,,O, Ber. C 81,5 H 5,6 Gef. C 81,26 H 5,59. 


Chinoxalinderivat. 10 mg Chinon werden auf dem Wasserbad in 
wenig Eisessig gelést und eine Liésung von 4,4 mg o-Phenylendiamin in 
wenig Alkohol zugegeben. Nach istiindigem Stehen auf dem Wasserbad 
wird in Wasser gegossen, ausgeiithert und mit Wasser gewaschen. Die 
gefirbten Verunreinigungen bleiben dabei zum gréBten Teil im Wasser. 
Nach dem Trocknen und Verdampfen des Athers wird der Riickstand aus 
wenig (frisch iiber Kaliumearbonat destilliertem) Chloroform-Alkohol um- 
krystallisiert. Die feinen, schwach gelblichen Nadeln zeigen einen Schmelz- 
punkt von 130—131°. 


Kohlenwasserstoff vom Schmelzp. 212—213°. Fraktion 4 wurde 
bei 14 mm noch einmal destilliert. Zwischen 250—260° geht die Haupt- 
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acetat werden mit 80 g Selen 32 Stunden auf 820—330° erhitzt. 
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| menge als dlig-braune Krystallmasse tiber, die nach 2maligem Umkrystalli- 
- sieren aus Ligroin stark gelb gefiirbte, bei 192—198° schmelzende Krystalle 


ergibt. Mehrmaliges Umlésen aus Ligroin, spiiter Xylol, fiihrt schlieBlich 
mu silberglinzenden, spitzen Blittchen, die bei 212—213° unter Dunkel- 


' firbung schmelzen. Auf die weitere Untersuchung des noch nicht einheit- 
_ jichen Produktes wurde aus den oben bereits erwihnten Griinden vorliufig 


' verzichtet. 


Dehydrierung von ,,Isocholesterinacetat“. 45 ¢g_,,Isocholesterin- 
Danach 


hat die Selenwasserstoff-entwicklung sehr nachgelassen. Die Aufarbeitung 


erfolgte in gleicher Weise, wie bei der Dehydrierung des ,,Isocholesterins“ 


angegeben ist. 

Dehydrierung mit Platin. 2,54 ¢ ,,Isocholesterin’ wurden mit 1 g 
Platinmohr vermischt und die Mischung in ein Kélbchen mit Gaseinleitungs- 
rohr yon etwa 3 cem Inhalt gebracht. Unter Einleiten von luftfreier Kohlen- 
siure wurde die Temperatur langsam unter Riihren mit einem Platindraht 
auf 800° gesteigert. Nach 3 Stunden lieB man im Kohlensiurestrom er- 
kalten. Irgendeine Reaktion oder Gasentwicklung war wiihrend der ganzen 
Zeit nicht zu beobachten. Durch Lésen in Ather und Filtrieren wurde 
vom Platin befreit. Aus der Lésung wurden 2,2 g unverindertes Aus- 


gangsmaterial wiedergewonnen. 


Darstellung von Onocerin. 500 g gepulverte Wurzel von Ononis 
spinosa werden mit ‘3 Liter Alkohol 3 Stunden auf dem Wasserbad unter 
RiickfluB gekocht. Durch eine groBe Nutsche wird heiB abgesaugt und der 
Riickstand noch einmal mit Alkohol ausgekocht. Die vereinigten Alkohol- 
ausziige werden im Vakuum verdampft, bis die Lésung dickfliissig wird. 
Nach 1tiégigem Stehen im Eisschrank werden die abgeschiedenen Krystalle 
abfiltriert und mit 60°/,igem Alkohol gewaschen, bis er farblos abliuft. Der 
Schmelzpunkt des Rohproduktes liegt bei 215—226°. Ausbeute aus 500 g 
811g. Die weitere Reinigung geschieht nach dem von vy. Hemmelmayr 
angegebenen Verfahren. Es wird so ein sehr kleinkrystallines, immer noch 
schwach gelbliches Krystallpulver erhalten, das bei 231—232° schmilzt. Es 
wurde zur Darstellung von Onocerin-diacetat benutzt. Um ganz reines 
Onocerin zu erhalten, wurde etwas anders verfahren: Das Rohprodukt vom 
Schmelzp. 215—222° wird mit 1°/, iger methylalkoholischer Kalilauge 3 Stunden 
gekocht, die dunkelbraune Lésung filtriert und der Riickstand mit Wasser 
gewaschen. Dann wird unter Zusatz von Tierkohle 3mal aus Eisessig um- 
krystallisiert. Nach 2stiindigem Trocknen bei 115° schmolz das nunmehr 


reine Onocerin (etwas unscharf) bei 232°. 
22,4 mg Subst.: 2 cem absolutes Pyridin, / = 1 dm. 
a =+0,04°; [o)]2?°= + 3,1°. 
25,8 mg Subst.: 2 cem absolutes Pyridin, / = 1 dm. 
a = + 0,065°; fa]21=+ 5,04°. 


Zerewitinoff: 10,280, 7,600 mg Subst.: 1,18, 0,89 cem CH,, 28°, 
Lésungsmittel Pyridin. 
C,)H,,(OH), Ber. 


CH, 1,15, 0,85 eem. 





/ 
/ 
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Dehydrierung mit Selen. 2,5 ¢ Onocerin wurden im Vakuum 1 Stung 
auf 250° erhitzt. Nach Zugabe yon 5 g rotem Selen wurde in einem Runj. 
kélbchen von 4 cm Durchmesser, das zur Erzielung einer gréBeren wiz, 
samen Selenoberfliiche etwas flachgedriickt war, 21 Stunden im Salpeterhag 
auf 300—320° (Badtemperatur) erhitzt. Die Selenwasserstoff-entwicklung 
war danach vollkommen zu Ende. Nach dem Erkalten wurde das Reaktions. 
produkt mit Ather von iiberschiissigem Selen befreit und im Wasserstra}). 
vakuum destilliert. Bei 14mm wurden folgende Fraktionen erhalten: 

1. Bis 160°. Zuerst Ol, spiiter w eiBe Krystalle. 

Weitere Fraktionen wurden nicht aufgearbeitet, da die Hauptmenge 
bereits in Fraktion 1 tibergegangen war. Der schwarze, hoher siedende 
Riickstand lieferte beim Destillieren nur noch ein ziihes, gelbes Ol. Fraktion 1 
wurde weiter zerlegt: 

la. Bis 130°. 

2a. 130—160°. 

Zu 1a. Vor 120° ging kaum etwas iiber. Zwischen 120° und 130 
destillierte ein hellgelbes, leichtbewegliches Ol, das gegen Ende der Dest). 
lation farblos wurde und schlieBlich zu Krystallen erstarrte. Das ges: sie 
Destillat wurde dann in der gerade ausreichenden Menge Methanol ge! 
und langsam erkaltet. Zuerst schied sich ein Ol ab, das nach “a rem 
Stehen zu Krystallen erstarrte. Diese wurden filtriert, durch Abpressen 
auf Filtrierpapier von anhaftendem O! befreit und getrocknet. Sie zeigten 
einen Schmelzpunkt von 93—96°. Ausbeute 31,4 mg. 

Zu 2a. Das vollkommen krystallisierte Destillat wird aus Methanol 
umkrystallisiert, von anhaftendem Ol befreit und getrocknet. Es schmolz 
bei 106—107°. Ausbeute 184,6 mg. Die Krystalle von 1a und 2a wurden 
vereinigt und zeigten nach 3maligem Umkrystallisieren aus Methanol den 
Schmelzp. 113—114° Mit konzentrierter Schwefelsiiure gibt der Kohlen- 
wasserstoff in der Kilte Gelbfiirbung, die beim Erwirmen violett wird und 
bei lingerem Stehen in rein Blau iibergeht. 


4,866 mg Subst.: 16,270 mg CO,, 3,780 mg H,O. — 0,202 mg Subst. in 
2,830 mg Campher: 4 = 17,0°. 


CiHie Ber. C 91,3 H 8,7 M 184 
Gef. ,, 91,19 »» 8,69 », 168. 


Pikrat. Leuchtend rote Nadeln, Schmelzp. 152—-153° (aus Methanol). 


4,785 mg Subst.: 10,185 mg CO,, 2,020 mg H,O. — 2,940 mg Subst.: 
0,266 cem N, (25°, 743 mm). 
C, Hy, + C,H,N,0, Ber. C 58,11 H 4,60 N 10,02 
Gef. ,, 58,05 »» 4,72 5, 10,18 


Styphnat. Berechnete Mengen geben aus Methanol grofe, orange- 
gelbe Nadeln. Schmelzp. 162°. In gleicher Weise wurde das Trinitro- 
benzolat hergestellt, das in langen, gelben Nadeln krystallisierte und bei 
178° schmolz. 

Uberfihrung des Onocerins (Schmelzp. 232°) in den Stoff 202°. 
309 mg Onocerin werden 4mal aus Benzol umkrystallisiert und bei 115° 
getrocknet. Die Ausbeute betriigt 246 mg und zeigt einen Schmelzpunkt 
von 203°. Der Mischschmelzpunkt mit 202 liegt bei 202—203°, wihrend 
der Mischschmelzpunkt zwischen 202 und dem Onocerin (Schmelzp. 232°) 
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1 Stunde hei 216—229° liegt. Aus den Mutterlaugen konnte bei wiederholtem Um- 


m Rund. krystallisieren noch mehr von dem tiefschmelzenden Stoff erhalten werden. 

en Witk — , 

peterbas Onocerindiacetat. 850 mg Onocerin werden mit 3 cem Essigsiiure- 

Wicklun ME aubydrid 2°/, Stunden gekocht. Bereits nach */, Stunde krystallisiert aus 

eaktions. RE der siedenden Lésung ein Teil in langen Nadeln aus. Beim Erkalten er- 

erstrah]. e starrt die Lésung zu gro8en, briunlich gefirbten Krystallen. Nach 3maligem 

fen: ' Umkrystallisieren aus Chloroform-Aceton wird ein farbloses, bei 224° 
| schmelzendes Produkt erhalten. Es wurde noch 2mal aus Chloroform— 

ptmenge J Aceton gereinigt und analysiert. 

cate 4,086 mg Subst.: 11,670 mg CO,, 3,645 mg H,0. 

‘aKtl 

onl C,,H,,0, Ber. C 17,9  H 9,93: Gef. C 77,89 H 9,98. 


Dieser Stoff wurde 2mal aus Benzol—Petrolither, 2mal aus Kisessig, 
' 2mal aus Chloroform—Aceton umkrystallisiert und wieder analysiert. 


nd 130) 
Dest. 5,037 mg Subst.: 14,340 mg CO,, 4,510 mg H,0. 
zesamte Cy Hs,9, Ber. C 77,9 H 9,93 Gef. C 177,68 H 10,02. 
l gelést : ‘ : ‘ 
ha a In guter Ubereinstimmung mit den ersten Analysen. Der Schmelz- 
Neerem : . 
pressen a punkt lag unverdndert bei 224°, 
zeigten 19,6 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
@ =+0,28°; [a]}®= +4 28,4°. 
ethane) & 
chmolz & 21,2 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
vurden & a =+ 0,80; fa]{$= + 28,3°. 
olden & 
‘Ohlen- Verseifung von Onocerindiacetat. 1g Diacetat wird mit 1 g Kalium- 


‘d und J hydroxyd und 100g Methanol 31/, Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
| Nach dem Erkalten wird mit viel Wasser gefillt und bei 115° getrocknet. 

_ Ausbeute 780 mg. Schinelzp. 201—204°. Nach 1 maligem Umkrystallisieren 
aus Benzol (160 cem) werden gut ausgebildete, rein weiBe Krystalle erhalten, 
die bei 201—202° schmelzen. Mehrere Verbrennungen lieferten — bis auf 
eine Ausnahme — stets zu niedrige Kohlenstoffwerte. Zum Umkrystalli- 

' sieren wurden auBer Benzol noch absoluter Alkohol, Chloroform und Chloro- 
anol), —% form~Aceton verwendet. AufSerdem wurde die Substanz vor der Analyse 


bst. in 


lat : bei 115° im Hochvakuum zur Gewichtskonstanz getrocknet. Zum Vergleich 
sind die von Thoms fiir Onocerin (Schmelzp. 232°) erhaltenen Werte an- 
gegeben. 
Vergleichszahlen yon Thoms: 
ange. & %/o C "/o H *fo C */o H 
‘tro. 1. 81,9 11,12 
cio i 2. 15,54 10,68 80,16 11,64 
3. 15,73 10,59 80,28 11,44 
oo iE 4. 80,58 11,21 719,81 11,27 
115° 5. 80,60 11,30 80,41 11,36 
mort 6. 80,40 11,20 80,48 11,37 
rend C,.H,30, Ber. C 81,8 H 10,9. 
929 0 
on CyoH 5002 ” ”? 81,5 ” 11,3. 
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1. 4,859 mg Subst.: 14,595 mg CO,, 4,830 mg H,0, 0,010 mg Rest, 


2. 3,834 mg ma 10,6420 mg , 38 660 mg ,, 
3. 3,940 mg ™ 10,940 mg ,, 3,730 mg_,, 
4. 4,792 mg - 14,150mg ,, 4,800mg _,, 
5. 4,505 mg “9 13,305 mg ,, 4,550mg_,, 
6. 4,482 mg = 13,190 mg , 4,470 mg_,, 


Zerewitinoff. 6,140, 5,525 mg Subst. 0,64, 0,55 eem CH,, 23 
Lésungsmittel Pyridin. 
C,,H,(0OH), Ber. CH, 0,67, 0,60 cem. 


20,3 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a=+0,37°; (a)h§ =+ 3,7°% 
21,0 mg Subst.: 2 eem Pyridin, / = 1 dm. 
a =+ 0,34°; [o)]2° = + 3,2° 
Benzopersiiure-Titration des Stoffes vom Schmelzp. 202°. 
Nach 138 Stunden wurden 1,92, 1,94 Atome Sauerstoff aufgenommen, 
» 380 ,, , | 222, 235 ,, . 
In Ubereinstimmung mit den Angaben von Dieterle. 


Acetat des Stoffes 202. Die Darstellung erfolgte in der bei Ono- 
cerin-diacetat angegebenen Weise. Schmelzp. 224°. 
4,527 mg Subst.: 12,920 mg CO,, 4,240 mg H,O. — 4,826 mg Subst.: 
13,680 mg CO,, 4,500 mg H,O, 0,027 mg Rest. 
C,,H,,0, Ber. C 77,6 H 10,26 
C,4H5.0, ” ”? 77,9 ” 9,93 
Gef. ,, 77,84, 77,73  ,, 10,48, 10,49. 
Bei der Titration mit Benzopersiiure wurden verbraucht: 
Nach 138 Stunden 1,92, 2,00 Atome Sauerstoff. 
” 312 ” 1,93, 1,89 ” ” 
Das Reaktionsprodukt krystallisiert aus Aceton—Waaser. 


Hydrierung von Onocerin-diacetat. 2,80¢ Onocerin-diacetat werden 
in 80 cem Eisessig (Merck) suspendiert und mit einem Platinkatalysator nach 
Adams-Shriner (der vor Zugabe der Substanz reduziert war) hydriert. 
Der Verlauf ist aus Fig. 7 ersichtlich. Nach Aufnahme von 205 cem Wasser: 











om aie ee : 

~ | 

780} 
3 4.0} 
b — 
$0 1F 
% 
& 

60 

OF 

Le ee 
0 30 50 0 Mmten 


Fig. 7. Hydrierung von Onocerin-diacetat. 
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Omg Rest, of kam die Hydrierung zum Stillstand. Nach Erwirmen auf 50—60° 
# yurden noch 58 cem Wasserstoff aufgenommen. 


Ber. H, 238,4 cem Aufgenommen H, 263 cem. 


Die Volumina sind auf 0° und 760 mm Hg umgerechnet. Das Reak- 
‘onsprodukt wurde nicht weiter untersucht. 


1 CH,, 219 Benzoat des Stoffes 202. 226 mg 202 werden in 15 cem absolutem 
Bpyridin gelést und 1 cem Benzoylehlorid zugefiigt. Nach 24 stiindigem 
Sehen wird es in viel Natriumbicarbonatlésung gegossen. Nach 2 Stunden 
st das ausgefallene Ol erstarrt. Die leuchtend rote, amorphe Masse wird 
7 {\triert, erst mit Wasser und dann mit Methanol gewaschen, bis es farblos 
ablief. Der jetzt gelbliche Riickstand war nach 3 maligem Umkrystallisieren 
7 ws Chloroform-Aceton rein weiB und schmolz bei 237—238°. 


21,8 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
o =+0,23°: [a)]2? =+ 21,1°. 

genommen, 21,1 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
ss oa = + 0,227°; [a)23? =+ 21,5°. 


5,172 mg Subst.: 15,390 mg CO,, 4,210 mg H,0. 
* bei Ono- 


C,,H.O, Ber. C 81,4 H 8,93 Jef. C8115 H 9,11. 
ng Subst: Chloracetat des: Stoffes 202. 225 mg werden mit 143 mg Natrium- 


chloracetat und 1,25 g Chloressigsiiure-anhydrid 2 Stunden auf dem Wasser- 
bad erwiirmt. Nach Erkalten wurde das Reaktionsprodukt mit Methanol 
behandelt und die ausgeschiedenen Krystalle abfiltriert. Zur Reinigung 
wird mehrmals in der Kilte in ganz wenig Chloroform (0,5 cem) gelést und 
mit einem groBen Uberschu8 an Methanol versetzt. Nach lingerem Stehen 
krystallisieren farblose, weiche Blittchen, die schlieBlich den Schmelzp. 238 
bis 244° zeigen. 


5,171 mg Subst.: 12,965 mg CO,, 4,020 mg H,O. — 8,404 mg Subst.: 
4105 mg AgCl. 





it werden C,,H5,0,C]1, Ber. C 68,57 H 8,74 Cl 11,92 
ator nach Gef. ,, 68,4 » oy », 12,08. 
hydriert, 


25,2 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 


a =+1,45°: [o]}® = + 115,0°% 


| 
L 


Wasser. 


20,1 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 


aut 1,14°; [a]}9 = + 113,5°. 


Dinitrobenzoat des Stoffes 202. 200 mg 202 werden in 15 cem 
bsolutem Pyridin gelést und mit 0,5 g 3,5-Dinitrobenzoylchlorid versetzt. 
Nach 24 Stunden wird das Reaktionsprodukt in viel Bicarbonatlésung ge- 

| gossen und bleibt 3 Stunden stehen, bis das ausgefallene, rotbraune Ol fest 
geworden ist. Es wird dann mit etwa 10 ccm Aceton aufgekocht, filtriert 
und so lange mit Aceton gewaschen, bis es farblos abliuft. Das noch stark 
gelb gefiirbte Produkt wird — zuerst unter Zusatz von Tierkohle — mehr- 
4* 
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mals aus Chloroform-Aceton umkrystallisiert. SchlieBlich werden bei 29) 
bis 291° unter Zers.*) schmelzende Krystalle erhalten. 


4,814, 4,714 mg Subst.: 11,110, 10,875 mg CO,, 2,810, 2,760 mg H,0. _| 
3,293 mg Subst.: 0,196 cem N (22°, 753 mm). 
C,,H;,0,.N, Ber. C 63,65 H 6,51 N 6,75 
Gef. ,, 62,94, 62,94 »» 6,58, 6,55 », 6,82. 
Der zu niedrige Kohlenstoffwert ist wahrscheinlich durch die Schwer. 


verbrennlichkeit des Dinitrobenzoates bedingt. Auch bei Sterin-dinitro. 
benzoaten wurde das wiederholt beobachtet. 


18,5 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a=+0,18°; [a]i? =+ 19,5°% 


25,8 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a=+0,25°; [oji® = + 19,3°% 


Dinitrobenzoat des Onocerin. (Schmelzp. 232°. Die Darstellung 
erfolgte in gleicher Weise wie bei dem Dinitrobenzoat des Stoffes a 
Schmelzp. 290—291° unter Zers. 

4,737 mg Subst.: 11,000 mg CO,, 2,770 mg H,O. — 2,934 mg Subst.: f 
0,180 cem N (23°, 750 mm). 

C,,H;,0,,N, Ber. C6365 H6,51 N 6,75 
Gef. ,, 6383 ,, 654 ,, 6,98. 

Anisat des Stoffes 202. 213 mg 202 werden in 20 ccm absolutem} 
Pyridin gelést und 1,2 g Anisylchlorid zugegeben. Die Aufarbeitung er. 
folgte wie bei dem Dinitrobenzoat. Es wurden Biischel von breiten Nadeln 
erhalten, die bei 232—234° schmolzen. 

20,9 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 


a=+0,105°; [(a«]22?=+ 10,03°. 





22,2 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm. 
a=+0,097°; [a]22?=+ 8,75°. ) 
4,546, 4,251 mg Subst.: 12,870, 12,130 mg CO,, 8,570, 3,430 mg H,0. 
3,259, 2,861 mg Subst.: 2,185, 1,890 mg AgJ. 
C4gH 520, Ber. C 17,75 H 8,73 OCH, 8,73 
Gef. ,, 17,21, 77,82 —,, 8,79, 9,08 8,86, 8,73. 
Die Methoxylbestimmungen fielen zunichst immer um etwa 1°/, aut 
niedrig aus. Erst als die Substanz in Phenol gelést und die Verseifung 


in Methylimidapparaturen ausgefiihrt wurde, konnten richtige Werte er- 
halten werden. 





*) Dabei wurde die Substanz in einen auf 270° vorgewirmten Metall- 
block gebracht und die Temperatur weiter um etwa 5° pro Minute gesteigert. 
, 
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Uber die chemische Zusammensetzung der Stirprotamine, 
Von 
M. A. Lissitzin und N. 8. Alexandrowskaja. 


(Aus dem Laboratorium fiir EiweiBforschung an der Akademie der Wissenschaften, Moskay 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1935.) 


In einer bereits friiher veréffentlichten Arbeit') zur Untersuchung der 
Protamine verwiesen wir auf die eventuelle Abhingigkeit der chemische 
Zusammensetzung der Protamine von der Zugehdérigkeit zu dem Organismu, 
aus welchem das Protamin abgesondert wurde, zu einer bestimmten System. 
gruppe. So erwies sich das aus der Milch von Lachsfischen (Salmonida 
gewonnene Protamin charakteristisch fiir die betreffende Familie, eben 
wie das Percin nach Kossel?*) und nach unseren Untersuchungen!) fiir die 
verschiedenen Vertreter der Perciden charakteristisch ist. Es ergibt sic) 
daher die Méglichkeit, diese Tatsache als ein neues objektives und seh & 
wesentliches Merkmal bei der Lisung von Fragen der Systematik und bf 
der Erforschung der Entwicklungsgeschichte der Organismen zu verwenden, 
um so mehr als die Protamine Eiweife sind, die einen Bestandteil des 
Zellkernes der Regenerationsorgane bilden. Das wissenschaftliche Interess 
fiir die Sammlung weiterer Tatsachen zu diesem Problem ist sowohl vou 
Kossel') als auch von Abderhalden‘) schon friiher hervorgehoben worden, 
Vor der EiweiBchemie steht folglich die Aufgabe, die bis jetzt spiirliche> 
Anzahl bekannter Protamine zu vergréSern, indem man sie aus neuen, 
bisher noch nicht griindlich erforschten Objekten, absondert. Im Zusammen- 
hang hiermit nahmen wir eine Untersuchung von Protaminen vor, die au: 
verschiedenen Fischen der Stérfamilien (acipenseridae) gewonnen worder 
waren und insbesondere deshalb interessant sind, weil die bekannten Ver 
treter dieser Protamine einzig in ihrer Art sind, alle 3 Hexonbasen 
Arginin, Lysin und Histidin — enthalten. 

Das erste Protamin aus der Milch der Stérfische wurde von A. Kosse! 
aus dem Sperma des deutschen Stirs (Acipenser sturio) gewonnen und vol 
ihm Sturin benannt. Kossel und seine Mitarbeiter®'*) beschrieben da: 
Sturin in seiner elementaren Zusammensetzung, und gaben seinen Gehalt 
an Aminosiuren an. Kurajeff®) gewann Protamin aus der Milch des kas: 
pischen Scherg (Acipenser stellatus), analysierte es jedoch nur in bezug au 
seine elementare Zusammensetzung. Maleniick’) gewann Protamin aus dew 
kaspischen Stér (Acipenser guldenstidtii) und fiihrt ebenfalls nur die Ergeb- 
nisse der Elementaranalyse an. Auf Grund der vorhandenen Angaben kounte 
Kossel‘) nur sagen: ,,Ob die aus den 3 Spezies erhaltenen Protamine iden: 
tisch sind, ist noch unentschieden“, da die Analysenergebnisse bei den er- 
wihnten Autoren bedeutend voneinander abweichen, wie dies aus folgenden 


Formeln ersichtlich ist: 
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Protamin aus Ac.sturio .... ef 4C,,H,,N,;,0, + 11H,SO,, Kossel 
, Ac.sturio .... Chloroplatinat: C,,H,,N,,0,, 4HCl+2PtCl,, 
Goto 1902 


Ac. stellatus... Sulfat: C,,H,.N,,0,,4H,SO,,Kurajeff1901 
Ac. guldenstidtii Sulfat: C,,H,.N,,0,, 2H,SO,,. Maleniick 
1908. 


rotamine, 


” 


”? 


Wir beschrieben') das Protamin des Hausen (Ac. huso) in 
jezug auf den Gehalt an Aminosiuren, wobei ebenfalls eine be- 
deutende Abweichung im Vergleich zu dem Sturinpriiparat von 
Kossel entdeckt wurde. Im Zusammenhang hiermit stellten wir 
uns die Aufgabe, Protamine aus der Milch verschiedener Arten 
der Stérfamilie, die uns zuginglich waren, zu gewinnen und sie 
untereinander in einer EKinheitsversuchsreihe beziiglich ihrer Ele- 
mentarzusammensetzung, ihres Gehaltes an Hexonbasen und ihrer 
physikalisch-chemischen Kigenschaften zu vergleichen. Bei der 
Durchfiihrung dieser Aufgabe gewannen wir 1933 Protamine aus 
der Milch von Hausen, Scherg und Stor (alle aus dem Asow- 
schen Meere stammend). Die Analyse dieser Protamine hat ge- 
zeigt, daB sie alle einander auferordentlich nahe stehen, jedoch 
in einzelnen Bestimmungen Abweichungen aufweisen, die eine 
Identifizierung dieser Protamine, ihre Gleichsetzung, nicht er- 
lauben. Hierbei erwies sich jedoch ferner, da wir es nicht mit 
einer, streng genommen, individuellen krystallinischen Substanz, 
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en wordexf sondern mit einem Naturprodukt zu tun haben, das die ihm 
 spirlichef eivene Heterogenitit bewahrt, daB das Fehlen eines genauen 
ies _ Ubereinstimmens der Analysenergebnisse, wie dies in der organi- 
r, die auf Schen Chemie gefordert wird, auch bei Praparaten gleichen Ur- 


n wordenf sprungs beobachtet wird. Um nun die Frage zu lésen, ob die 
nten Verf durch die Analyse gefundenen Unterschiede zwischen den Aci- 
abasen penserinen verschiedenen Ursprungs innerhalb der Grenzen jener 
-Kosselt  Unterschiede liegen, die auch bei den aus ein und derselben 
und vo} Fischart gewonnenen Protaminen vorkommen, wiederholten wir 
eben dasf die Analyse bei Protaminen, die K. I. Sirotkina aus der Milch 
. “es der gleichen Fische abgesondert hatte, die ebenfalls in dem 

“s “@",  Asowschen Meere im Frihling 1934 gefangen worden waren. Bei 
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aus dew) . dieser Arbeit fanden wir als Ergebnis, da die Abweichung der 


e Ergeb-} | Analysenresultate dieser 3 Acipenserine nicht jene Schwankungen 
nkonntt} iibersteigen, in deren Grenzen sich die analytischen Befunde ver- 
ine iden} schiedener Praparate ein und desselben Acipenserins befinden. 
Beachtung verdient die Tatsache, daB in den Priparaten ein 
verschiedener Gehalt an Schwefelsiure vorkommt, was, wie wir 
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jetzt festgestellt haben, durch die Methode der Protamingewinny, 
bedingt ist und nicht durch ihr verschiedenes Saéurebindung; 
vermégen. Die Untersuchung der Einzelheiten dieser Erscheinu, 
dauert noch an. | 

Im Vergleich zu den Befunden von Kossel (vgl. die Tabel; 
S. 57) und seine Formel fiir Sturin) unterschieden sich unseyf 
Praiparate durch einen gréSeren Gehalt an Wasserstoff, was df 
durch erklirt werden kann, daB die Praparate bei ihrer grofq 
Hygroskopizitit Spuren von Feuchtigkeit aufnehmen konnte, 
Sehr ernste Beachtung verdient jedoch der bedeutende Unte. 
schied im Stickstoffgehalt (verglichen mit dem Sturin), was auc} 
bei dem von Maleniick’) erhaltenen Priparat der Fall is, 
Kossel®) lehnte bekanntlich Maleniicks Vermutung, dali daf 
Sturin mit Adenin verschmutzt sei, ab, und so ist die Ursacke 
fir die Differenz in der Gréfenbestimmung des Stickstofi 
ungeklart. 





Die Feuchtigkeit wurde durch Trocknen bis zu einem konstanta 
Gewicht im Vakuumtrockenapparat bei 100° iiber P,O, bestimmt. Di § 
Schwefelsiure wurde in Form von schwefelsaurem Barium bestimmt, da 
bei der Fallung einer Lésung von Protaminsulfat mittels Baryt gewonna 
wird. Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach Kjeldahl. Die Zerfalls 
produkte: die Hydrolyse erfolgte mittels 25 Gewichtsprozenten H,SO, inner. 
halb 24 Stunden; nach der Entfernung der Schwefelsiiure wurde im Fil: 
trate (gemeinsam mit dem Spiilwasser) das Arginin in Form des Flavianats"’, 
das Histidin colorimetrisch*!), das Lysin nach dem Stickstoff des Phosphor § 
wolframats aus einer einzelnen Probe des Hydrolysats, das vom Arginin 
und Histidin nach Kossel und Kutscher!*) befreit war, und der Amin: 
stickstoff nach van Slyke bestimmt. 

Die angefiihrten Ergebnisse der Elementaranalyse sind Mittelwerte 
aus zwei bis drei einzelnen Bestimmungen bei jedem Priiparat. Parallel. 
bestimmungen ergaben untereinander nahestehende Resultate. Fiir dic 
Analyse wurden Protamine in Form von Sulfaten genommen, die bis 2 
einem konstanten Gewicht im Vakuumapparat iiber P,O, bei 100° ge- 
trocknet waren. Fiir die Bindung der Schwefelsiure wurde die Substanz 
mit Bleisuperoxyd verbrannt. Das auf Kosten des Wasserstoffs der 
Schwefelsiure sich bildende Wasser wurde beriicksichtigt. 


Alle unsere Priparate, mit Ausnahme des aus dem Jahre 1933 
stammenden, aus Hausenmilch gewonnenen, das pigmentiert ist, > 
waren schneeweiBe Pulver, von denen sich keines in seinen physi- 
kalischen Eigenschaften unterschied: leicht wasserléslich, die 
wiBrigen Lésungen reagieren sauer, bilden keine 6lférmige Fallung 
bei Abkiihlung einer 5°/,igen wiBrigen Lésung. Der Brechungs- 
index der 1°/, igen wiBrigen Lisung aller dieser Priparate betrigt 
bei 16° — 1,83348—1,3350 (Eintauchrefraktometer). Bei Erhéhung 
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{ der Konzentration bis zu 10°/, steigt der Brechungsindex um 
i 0016 pro 1 Prozent. Die relative Oberflichenspannung der 1°/, igen 
wi ‘abrigen Lésung ist gleich 1, die spezifische Viscositiit der gleichen 


Lésung betragt 1,088 — 1,043. 

Das spezifische Delheumraceteen schwankt innerhalb — 54,5 
bis — 57,5 nach den Beobachtungen an 1°/,igen waBrigen Lésungen 
berechnet auf trockenes Sulfat). 

Die Ergebnisse der Elementaranalyse fiihren wir in folgender 


Tabelle an. 





























; Umgerechnet auf 
Protaminsulfate C H N |H,SO0,| freies Protamin 
aus der Milch von 
. c |H| N 
1, Ac. huso . 1932; — — | 22,46 | 228 | — — | 29,1 
ta & 1933 | 37,2 | 7,30 | 22,51 | 23,3 | 48,5 9,5 | 29,8 
3 oy ee ee | :1984 | 36,34 | 6,61 | 21,81 | 25,03] 48,4 | 8,8 | 29,09 
4, Ac. guidenstidtii | 1933 | 36,19 | 6,80 | 22,35 | 24,8 | 48,1 9,04) 29,7 
Be yy 1934 | 36,10 | 6,66 | 21,56 | 26,0 | 48,8 9,0 | 29,1 
¢. Ae. stellatus 1933 | 36,16 | 6,83 | 21,67 | 26,07] 48,9 | 9,2 | 29,3 
© » « « | 1934 | 86,28 | 6,54 | 21,78 | 25,80] 48,8 | 8,8 | 29,3 
Nach der unten ange- [lap ,- al 
gekenien Forise! (36,45 | 64 | 21,8 | 25,6 | 48,9 8,6 | 29,3 
Nach Kossel . 87,6 | 6,0 | 23,1 | 23,5 | 49,1 | 7,8 | 30,2 


Die angefiihrten Analysenergebnisse entsprechen ungefahr der 
alleemeinen Formel C.5H, N,,0,(3H,SO,). 

Beziiglich des aminosauren Bestandteils der untersuchten 
Protamine wurden Ergebnisse erzielt, die wir in folgender Tabelle 
zusammengestellt haben. 





; 0), vom Gesamt- N 
Protaminsulfate aus iscleiniinlbeapsinaaiin aslenaniiin 
der Milch von -Amin- Arginin- | Histidin- “Ly sin- 
Stickstoff Stickstoff Stickstof Stickstoff 

















1. Ac. huso -_ 1932 8,5 78,6 | 11,2 | 7,2 
ce . woes ee 4 1933 7,8 70,8 | 10,7 | 5,8 
a a oS eee ae 1934 8,7 72,7 | 10,7 | 6,9 
4, Ac. guldenstidtii 1933 8,1 71,6 | 10,2 | 1,4 
De 49 e , 1984 8,5 71,1 99 | 5,61 
6. Ac. stellatus 1933 8,5 72,7 | 106 | 6,8 
i. ‘“ eo 1934 8,92 73,6 | 94 | 6,78 


So befinden sich sowohl nach der elementaren Zu- 
sammensetzung, als auch nach dem Gehalt an Diamino- 


siuren und auch nach den physikalisch-chemischen 
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Kigenschaften die beobachteten Differenzen zwische,} 
den Acipenserinen verschiedenen Ursprungs innerhalh 
der Grenzen, die bei verschiedenen Priparaten ein und 
desselben Acipenserin gefunden werden. Deshalb haltey 
wir es fir méglich, an Stelle der Artbezeichnung die allgemeine 
Bezeichnung Acipenserin zu gebrauchen, statt ahnlich wie das 
,oturin® das Protamin des Hausens ,,Husin“ oder des Scher 
,Stellatin* usw. zu benennen. Gegen unsere Bezeichnung sprichtf 
die Gewéhnung an den Namen Sturin und die Verwendung de 
Terminus Acipenserin fiir die Bezeichnung eines Histons. Nicht; 
desto weniger ist sie prinzipiell solange richtiger, bis zwischen 
den erwihnten Protaminen bestimmte Unterschiede in ihrer Zu. 
sammensetzung oder Struktur entdeckt werden. 


Literatur. 
1. Diese Z. 221, 156 (1933). 
2. A. Kossel u. §. Edlbacher, Diese Z. 88, 186 (1913). 
3. A. Kossel, ,,Protamine und Histone“ Vorwort. 
4, E. Abderhalden, Lehrbuch der physiologischen Chemie VI. Aufl. 


S. 311. 

>. A. Kossel, Diese Z. 22, 176 (1896); 25, 165 (1898); 44, 342 (1905); 78, 
402 (1912). 

6. D. Kurajeff, Diese Z. 32, 197 (1901). 

7. W.D. Maleniick, Diese Z. 57, 99 (1908). 

8. A. Kossel, ,,Protamine und Histone“, 8. 35. 

9. A. Kossel, Diese Z. 69, 138 (1910). 

10. A. Kossel u. E. Gro8, Diese Z. 135, 167 (1924). 

11. Hanke u. Késsler, J. of Biol. Chem, 43, 527 (1920). 

12. A. Kossel u. F. Kutscher, Diese Z. 31, 165 (1900). 
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Uber die Konstitution des Stercobilins’). 


Von 
Hans Fischer und Hans Halbach. 


Mit 5 Figuren im Text und auf Tafel I. 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1935.) 


C, J. Watson gelang es, Stercobilin aus normalem und patho- 
logischem, menschlichem Kot und Urobilin aus pathologischem 
Harn in krystallisiertem Zustand darzustellen, und er bewies die 
[dentitiit beider durch Vergleich einiger Derivate”*). Das Sterco- 
bilin wurde als Hydrochlorid gewonnen nach der von Watson’) 
angegebenen Methode. Die Ausbeuten schwankten auBerordent- 
lich, ohne daB beim Gesunden ein Grund dafiir erkenntlich war, 
etwa in fleischfreier oder fleischreicher Ernihrung. Beim Pferd 
konnte Stercobilin nicht isoliert werden. Im besten Fall wurden 
aus 1 kg normalem menschlichem Kot 100 mg des Hydrochlorids 
erhalten. Kopromesobiliviolin wurde nie beobachtet, weder an 
der von Watson angegebenen noch an anderer Stelle des Ar- 
heitsganges (vgl. hierzu 8. 60). 

Durch perorale Zufubr von Bilirubin sollte — in Anlehnung 
an den Versuch F. v. Millers‘) — es méglich sein, die Aus- 
scheidung des Stercobilins zu steigern. Sie erhdhte sich jedoch 
nicht nach Gaben von 1 g Bilirubin innerhalb von 4 Tagen. 

Die Analysen des Hydrochlorids des Stercobilins sind wenig 
zuverlaissig, weil die Chlorwerte erheblich schwankten, wahr- 
scheinlich durch unregelmiBige Salzbildung und hartnickiges An- 
haften von Chloroform, des besten Krystallisationsmittels. Besser, 
aber noch nicht befriedigend, ist die Analyse des Hydrochlorids, 
das aus der reinen freien Siiure bereitet ist. Diese wird aus 
Aceton in der gréSten Reinheit erhalten mit dem Schmelzp. 236° 


') 15. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstofte; 14. Mitteilung 
Diese Z. 229, 71 (1984). 2) Diese Z. 204, 57 (1932); 238, 41 (1985). 
5) Diese Z. 221, 145 (1933). 
*) Jahresber. Schles. Ges. Vaterl. Kultur, Breslau 1892. 
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Thre Analyse stimmt ziemlich gut auf die Formel ©,,H,,0,N, : 
weniger gut auf die gleiche Formel mit 7 Sauerstoffatomen. 
ist wasserstoffreicher als die des Mesobilirubinogens, C,,H,,0,N 


6°" 4' 
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Stercobilin kann daher nicht das Produkt einer einfachen Oxy.f | 


dation des Mesobilirubinogens sein. 


Mesobilirubinogen versuchte schon Watson vergeblich durchf 


Amalgamreduktion aus Stercobilin zu erhalten. Diese verliin{ 


mit gréBerer Geschwindigkeit als die des Mesobilirubins oder ga 


des Bilirubins zu Mesobilirubinogen. Sie liefert eine farblog 


Leukoverbindung mit fhnlichen Ejigenschaften wie Mesobili. § 


rubinogen, jedoch ohne dessen Krystallisationsfreudigkeit, so das 
sie bisher krystallisiert nicht erhalten werden konnte. 
Ebensowenig, oder nur in kaum wahrnehmbarer Menge und 
groBer Unbestandigkeit, krystallisierte das Stercobilinogen aus 
der katalytischen Hydrierung des Stercobilins. Dieses nimmt i 
alkalischer Lésung mit kolloidalem Palladium 2 Atome Wasser. 
stoff auf. In saurem Medium, in Eisessig mit Palladiumschwary, 


ist die Wasserstoffaufnahme bei der geringen verfiigbaren Meng f 
nicht so genau meBbar, jedoch mindestens doppelt so hoch wie 


in Alkali. In beiden Fallen hat das Produkt der Hydrierung 

die gleiche Ehrlichsche Reaktion und mit Jod Schlesingersche 

Reaktion wie Stercobilinogen aus der Amalgamreduktion. 
Umgekebrt wurde nun versucht, das Mesobilirubinogen in 


Stercobilin iiberzufiihren. Es wurde auch durch Luftoxydation f 


des Mesobilirubinogens in stark salzsaurer Lésung ein krystalli- 


siertes Urobilin erhalten. In seinem Habitus, der Absorption 


bei 490 mu und der Fluorescenz des Zinksalzes stimmte es mit 
Stercobilin tiberein. Die abweichenden Krystallformen der freien 
Saure (vgl. Fig. 2 und 3, Tafel I) und des Hydrochlorids, der viel 
tiefere Schmelzpunkt der freien Saéure und insbesondere seine 
Reduzierbarkeit mit Natriumamalgam zu krystallisiertem Mesobili- 
rubinogen bei Anwendung von nur 1 mg Substanz bewiesen jedoch 
seine grundlegende Verschiedenheit vom Stercobilin. 

Neben Urobilin entstand bei der Luftoxydation aus Meso- 
bilirubinogen stets Mesobiliviolin in, besonders bei saurem Medium, 
erheblicher Ausbeute, mangels Krystallisationsfahigkeit nur durch 
die Fluorescenz seines Zinksalzes identifiziert. Auf dhnliche 
Weise kénnte auch Watsons Kopromesobiliviolin, welches hier 
im Kot nie angetroffen wurde, gebildet werden. 

Nachdem jedoch auch Stercobilinogen bei der Oxydation im 
sauren Medium nur sehr geringe Mengen von Mesobiliviolin 
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ergibt, kénnte man hieraus auf das Auftreten von Mesobili- 
yubinogen im Kot schlieBen. Im iibrigen haben wir die Versuche, 
Mesobilirubinogen selbst im Kot zu finden, von neuem wieder 
aufgenommen, und vielleicht werden quantitative Versuche tiber 
die Mesobiliviolinbildung weitere Kinblicke tiber die Méglichkeit 
des Auftretens beider ,Gene“ gewahren. 

Der bei jeder Art der Darstellung von Mesobilirubinogen 
auftretende Kérper II wird auf die gleiche Weise nicht in ein 
krystallisierbares Urobilin verwandelt, auch nicht in Mesobiliviolin. 

Bei LuftabschluB wird aus Mesobilirubinogen in Salzsiure 
ein krystallisierbares Urobilin nicht gebildet. Hier entsteht ein 
bei der Luftoxydation fehlender gelber Kérper, der nach Krystall- 
form, Gmelinscher Reaktion und dichroitischer Fluorescenz mit 
Zinkacetat + Jod nur Mesobilirubin oder Dihydromesobilirubin 
sein kann. 

Kin ahnliches oder gleiches Urobilin erhielt Watson) gleich- 
zeitig durch Luftoxydation des Mesobilirubinogens in Lisessig; 
auch sein Priparat ist verschieden vom Stercobilin angesichts 
der schlechten Krystallisationsfihigkeit der freien Siure aus Chloro- 
form und der Nichtexistenz eines krystallinischen Hydrobromids 
sowie Ferrichloriddoppelsalzes. Das Miflingen der wechselseitigen 
Uberfiihrung von Stercobilin und Mesobilirubinogen macht ihre 
nahe Verwandtschaft sehr unwahrscheinlich. 

Die schon von Watson”) erwahnte iiberaus grofe Léslich- 
keit des Methylesters des Stercobilins erlaubte seine Darstellung 
in analysenfahiger Menge nicht. Von vielen Versuchen gelang 
es noch am besten aus der hochschmelzenden freien Siiure in 
methylalkoholisch-atherischer Lésung durch sehr kurze Einwirkung 
von Diazomethan ein alkaliunlésliches Produkt in lichtgelben 
Krystallen aus Aceton zu erhalten (vgl. Fig. 4, ‘Tafel 1). 

Der oxydative Abbau des Stercobilins wie des Stercobilinogens 
mit rauchender Salpetersiure ergab niemals Methylaithylmalein- 
imid mit Sicherheit, welches aus 3 mg Mesobilirubinogen noch 
deutlich nachweisbar war. Ebensowenig konnte Methylithylmalein- 
imid nachgewiesen werden bei der Oxydation mit Chromsiure 
in Schwefelsiure. Hierbei entstanden statt der Hiimatinsiure 
Ameisensiure, Essigsiure und Bernsteinsiiure. Bei beiden Oxy- 
dationsmethoden krystallisierte zwar der basische Anteil manch- 
mal, — in verschwindender Ausbeute und dem Methylithyl- 


) Diese Z. 233, 47 (1935). 2) Diese Z. 208, 103 (1932). 
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maleinimid durchaus unihnlich. Das Ausbleiben der bestimmt 2; 
erwartenden Himatinsiure wird des dfteren beobachtet. Schwere 
wiegt hier der negative Befund des Methylithylmaleinimids. }; 
spricht zunichst fiir das Vorhandensein von Vinylgruppen, ebensy 
wie fiir die Zerstérung der Pyrrolkerne I und IV bei der Oxydatio; 
des Bilirubins die Vinylgruppen bzw. der Hydrofuranring als [(). 
sache angesehen werden. Die Anlagerung von Phenylazid ode 
Diazoessigester konnte nicht festgestellt werden. Auch muB8 daran{ 
hingewiesen werden, daBf bei der katalytischen Reduktion in 
alkalischen Medium nur 1 Mol Wasserstoff bis zur Entfirbung 
aufgenommen wurde. Diese Wasserstoffmenge reicht nur aus fiir 
die Hydrierung einer Doppelbindung zwischen der die beidey 
Dipyrrylmethanmolekiile verbindenden Methingruppe und Pyrrol. 
kern III (vgl. 8. 65). 

Wenn also demzufolge Athylreste wahrscheinlich sind, 
kann die Ursache fir das Fehlen des Methylithylmaleinimid 
gesucht werden in der Struktur der Kerne I und IV als Pyrrolenin 
oder Pyrrolin, Ein Anhaltspunkt hierfiir ist die schlechte Aus. 
beute an Methylithylmaleinimid aus Glaukobilin bei seiner Oxy- 
dation mit Salpetersiure wie mit Chromsiiure. Sie betrigt weniger 
als die Hilfte der Ausbeute aus Mesobilirubin in beiden Fiillen. 
Fiir Glaukobilin mu8 mindestens einer von den Kernen I und IV 
als Pyrrolenin formuliert werden oder in halbchinoider Form als 
Pyrrolin: 











si H,C—=8") "\S-——CH, Hp — pal 
Hol J—ci—_ J. CH—— Q on a ,” 
NH N Ni x 
pam H,C—=s*) * — A a OH. 
om ‘ , 
Hol} cn __OH CH. L() 


~~ 
NH N N NH 


*) Bei dieser und den folgenden Formeln: S=CH,—CH,—COOH. 

Nach den erfolglosen Versuchen des oxydativen Abbaues 
wurde die totale Reduktion des Stercobilins mit Jodwasserstoti 
in Kisessig durchgefiihrt. Der Vergleich mit Himin und Bili- 
rubin — jenes zerfillt bei dieser Reduktion in einkernige Pyrrol- 
basen und -siiuren, dieses wird unter gleichen Bedingungen vor- 
wiegend zur zweikernigen Bilirubinsiiure abgebaut — zeigte, dab 
Stercobilin sich hierbei eindeutig wie ein bilirubinoider Farbstoti 
verhilt. Bei der milden Reduktion entstehen wasserdampffliichtige 
Pyrrolbasen aus Stercobilin nicht. Daher wurde das Stercobilin 
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der durchgreifenden Reduktion nach der Methode von H. Fischer 
und Rése?) unterworfen. Sie lieferte basische und saure Pyrrole. 
Nach der Trennung der Basen und Siiuren aus 200 mg Sterco- 
pilinhydrochlorid waren ihre Pikrate nicht zur Krystallisation 
mu bringen, was in Kontrollversuchen mit 10 mg Hiimin wie mit 
100 mg Bilirubin mit Sicherheit gelang. 

Die Gallenfarbstoffnatur des Stercobilins wurde ferner wahr- 
scheinlich gemacht durch seine Umwandlung in Porphyrin beim 
Erhitzen mit Bromwasserstoff in Hisessig auf 180°, wie sie fiir 
Mesobilirubinogen, Mesobilirubin und Bilirubin bekannt ist*), bei 
dem von F, Wrede untersuchten Pyrrolfarbstoff Prodigiosin *) 
jedoch nicht statthat. Aus 5 mg der freien Siure des Sterco- 
bilins wurde ein Porphyrin erhalten, welches im spektroskopischen 
Vergleich dem aus Mesobilirubinogen erhaltenen Porphyrin ahn- 
licher ist als dem Mesoporphyrin. Der Schluf auf die Identitat 
des Stercobilins mit den drei vorgenannten Gallenfarbstoffen in 
hezug auf die Art und Anordnung der f-stindigen Substituenten 
darf aus diesem Befund nicht gezogen werden, um so weniger, 
als aus jenen Gallenfarbstoffen neben Mesoporphyrin ein anderes, 
noch nicht genau ‘erkanntes Porphyrin gebildet wird und daher 
eine teilweise Aufspaltung und Resynthese neben dem einfachen 
RingschluB fiir jene Fille wahrscheinlich ist. 

Da die Bilirubinsiiure bei der gelinden Reduktion mit Jod- 
wasserstoff in Eisessig noch aus 10 mg Bilirubin in ihren typischen 
Krystallen mit Sicherheit erhalten wurde, wurde dieser von Watson 
versuchte Abbau wiederholt mit gleichem Resultat. Krystallform, 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt der in sehr schlechter 
Ausbeute erhaltenen Siure mit aus Bilirubin erhaltener Bilirubin- 
siure lassen die Frage der Identitit offen. Allerdings ist die 
Bilirubinsiiure auch nicht allgemein das reduktive Spaltprodukt 
der Gallenfarbstoffe. Sie wird aus kleinen Mengen Glaukobilin 
nicht erhalten, was hier leicht erklart wird durch das Fehlen der 
mittleren, diese Spaltung begiinstigenden Methanbriicke. 

In diese Versuchsreihe wurde auch das Oxyhiimin nach der 
Warburgschen Methode*) aufgenommen, dessen Struktur mit 
offener Kette bewiesen werden sollte durch Abbau zur Bilirubin- 
siure. Bei der milden Reduktion wird es weiter abgebaut als 


1) Diese Z. 89, 267 (1914). 
*) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 161, 11 (1926). 
*) F. Wrede u. A. Rothhaas, Diese Z. 226, 95 (1934). 
*) Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1930). 
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Bilirubin und 1aft in Ubereinstimmung hiermit die Bilirubinsiiyy 
nur in Spuren erkennen. 

Durch Stabilitait ausgezeichnet sind die zweikernigen Produk 
der Spaltung von Gallenfarbstoffen am mittleren Briickenkohlep. 
stoffatom nach folgenden 3 Methoden. 

Aus Mesobilirubinogen wird mit Benzaldehyd in starker Saly. 
siure das Gemisch der isomeren Benzylidenneobilirubinsiuren ey. 
halten'). Aus 20mg Mesobilirubin lieBen sich nach der Amalzan. 
reduktion die Benzylidenneobilirubinsiiuren und ihr Methylestey 
mit stimmenden Schmelzpunkten mit Sicherheit darstellen. Be 
Anwendung der 2,5fachen Menge Stercobilin schlugen die Ver. 
suche fehl, selbstverstiindlich nach Reduktion zur Leukoverbindung, 

Die Resorcinschmelze des Mesobilirubins nach H. Fischer 
und R. Hess?) fihrt im kleinen Mafstab zum gut krystallisieren. 
den Gemisch der Neoxanthobilirubinsiure mit der Isoneoxantho. 
bilirubinsiure. Aus 100 mg Stercobilinhydrochlorid werden diese 
Saéuren nicht erhalten. Die griine EKhrlichsche Reaktion dieser 
Sauren wird in den Produkten der kiirzest méglichen Schmelzen 
des Stercobilins nicht angetroffen. Auffallend ist die intensive 
rcie Ehrlichsche Reaktion der Schmelzungsprodukte des Sterco- 
bilins. Durch Neobilirubinsiiure kann sie nicht verursacht sein, 
weil die hierfiir typische spontane oder mit Jod beschleunigte 
Umwandlung in die griine Farbe der Ehrlichschen Reaktion 
der Neoxanthobilirubinsiure nicht stattfindet. An ihrer typischen 
zweiphasigen Gmelinschen Reaktion konnte Neoxanthobilirubin- 
siure auch nicht festgestellt werden. Die gleichen Beobachtungen 
wurden gemacht bei linger dauernden Schmelzen des Mesobili- 
rubinogens. Wasserdampffliichtige Pyrrolbasen werden bei der 
Resorcinschmelze aus Stercobilin nicht gebildet. 

Mit Diazobenzolchlorid kuppeln Bilirubin, Mesobilirubin %), 
Mesobilirubinogen und Glaukobilin*) unter Spaltung des Molekiils 
am mittleren Briickenkohlenstoffatom zu gut krystallisierenden 
Azofarbstoffen, zum Teil in fast quantitativer Ausbeute. 

Bei dieser Gelegenheit gewannen wir auch den Azofarbstoff des 
Opsopyrrols mit p-Toluoldiazoniumchlorid. Letztere Komponente ver- 


wendeten wir deshalb, weil von Marchlewski das Zinkstaubreduktions- 
produkt des Methylithylmaleinimids als Azofarbstoff mit dieser Komponente 


1) H. Fischer u. G. Niemann, Diese Z. 137, 301 (1924). 
*) Diese Z. 194, 195 (1930). 

*) H. Fischer u. H. Haberland, Diese Z. 232, 245 (1935). 
*) H. Fischer u. H. Haberland, unverdffentlicht. 
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| erhalten wurde. Unser Farbstoff ist ein Monoazofarbstoff, der ein Mono- 
| pydrochlorid gibt, wihrend von Marchlewski') 2 Farbstoffe erhalten 
'qurden, von denen keiner mit dem unsrigen iibereinstimmt. 
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Demnach 
8 bei der Zinkstaubreduktion des Methylithylmaleinimids ein anders 
gearteter Korper als Opsopyrrol entstanden sein. 


Mesobilirubinogen liefert bei der Kupplung nicht die Azo- 


| farbstoffe der Neobilirubinsiure und Isoneobilirubinsiure, sondern 
' das Gemisch seiner Azofarbstoff-ester-hydrochloride ist nach 
' Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt identisch mit dem Gemisch, 
' welches man auf die gleiche Weise aus Mesobilirubin erhilt. 


Die Dehydrierung der Neobilirubinsiiure zur Neoxanthobilirubin- 


' siure erfolgt im Azofarbstoff spontan, ahnlich wie oben beschrieben 
fir das Kondensationsprodukt der Neobilirubinsiure mit p-Di- 
| methylaminobenzaldehyd; fiir die freien Siuren wird dieser Uber- 
'gang bereits durch Luftoxydation bewerkstelligt. 


Beim Stercobilin liBt sich, auch unter verschirften Be- 
dingungen, eine Kupplung mit Diazobenzolchlorid nicht erzwingen. 


'Stercobilinogen kuppelt in der iiblichen Weise, wenn es in ge- 


nigend frischem Zustand zur Reaktion gebracht wird; jedoch 


_ krystallisierten die Azofarbstoffe bislang nicht, wie es bei Meso- 


bilirubinogen leicht und gut geschieht. 

Hierin ist immerhin ein Hinweis darauf gegeben, dab die 
Pyrrolkerne des Stercobilins verkniipft sind weder ausschlieBlich 
durch Methylengruppen wie im Mesobilirubinogen, noch allein 
durch Methingruppen wie im Glaukobilin, noch durch eine Kom- 
bination beider wie im Mesobilirubin. Es bleibt nur die Anordnung 
eines symmetrischen Tetrahydrobilins (vgl. Formel unten) im Gegen- 
satz zum unsymmetrischen, isomeren Dihydromesobilirubin’), das 
keine Urobilineigenschaften zeigt. Es ist interessant, daB der 
Austausch der mittelstiindigen Methylengruppe gegen die erste 
\2)-Methingruppe den Urobilineffekt bedingt. 


| 


ae | 
LI _cH, an = 4 - Ai | bn 


NH NI N NH 


HO 


Dieser Formeltyp ist im Einklang mit der Existenz des ein- 
fachen Hydrochlorids, wie sie aus den Analysen unzweideutig 
hervorgeht, und mit der Aufnahme von 2 Atomen Wasserstoff bei 
der milden katalytischen Hydrierung. Auch muf aus der Farbe 


!) J. Grabowski u. L. Marchlewski, Ber. chem. Ges. 47, 2159 (1914). 
*) H. Fischer u. H. Baumgartner, Diese Z, 216, 261 (1933). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXXXVIIT. 5 
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des Stercobilins auf mindestens 1 Methingruppe im Molekiil ge. 


schlossen werden, und durch eine Konstitutionsauffassung jy § 
obigem Sinne, die der eines Pyrromethens, in dem die beidey § 


flankierenden Wasserstofiatome durch je einen Oxypyrrylrest er. 
setzt sind, vergleichbar ist, wiirden sich auch sofort die Urobilip. 
eigenschaften zahlreicher Dipyrrylmethene erkliren, die vielfac|, 
intensiv fluorescierende Zinksalze mit typischer Urobilinabsorption 
zeigen. Bewiesen ist diese Konstitutionsauffassung durch die 
Untersuchungen W. Siedels'). Es gelang ihm nach obigem Typ 
gebaute Farbstoffe zu synthetisieren, die typische Urobilineigen- 
schaften besitzen. So wurde von ihm Urobilin 1X @ erhalten: 


H,C,— C,H, me *)S———CH, a & 
— 


wl J i i” i ai JOH 


NH NH N NH 
Urobilin IX a. 

















Die stellungsisomere, von ihm als Urobilin XIII & bezeichnete 
1’,8’- Dioxy-1,3,6,8 -tetramethy]-2, 7-diithyl-tetrahydrobilin-4, 5-di- 
propionsdure kuppelt mit Diazobenzolchlorid ebensowenig wie 
Stercobilin und das (auf 8. 60 beschriebene) kiinstliche Urobilin 
aus Mesobilirubinogen. Auferdem macht seine mit Stercobilin 
iibereinstimmende Griinfluorescenz des Zinksalzes eine gleichartige 
Anordnung der verkniipfenden Gruppen in beiden Farbstoffen 
wahrscheinlich, zumal die Fluorescenzfarben des Zinksalzes der 
Farbstoffe mit den oben genannten andersartigen Briickenbindungen 
sich deutlich von der Urobilinfluorescenz unterscheiden. Wenn 
aus diesen Farbstoffen die Urobilinfluorescenz durch Zusatz von 
Jod erzeugt werden kann, wie im Fall des Dibydromesobilirubins, 
Mesobiliviolins und Glaukobilins, stellt méglicherweise die An- 
lagerung von Jod an eine doppelte Briickenbindung bzw. eine 
Isomerisation (Dihydromesobilirubin) die Konfiguration des Uro- 
bilins her. 

Trotz dieser auffallenden Ahnlichkeit des Stercobilins mit 
dem Urobilin kann schon aus den bisherigen Versuchen eine 
Identitét mit ihm nicht vorliegen. Dagegen wird wohl sicherlich 
ein Urobilin dieser Konstitution aus pathologischem Harn isolier- 
bar sein; denn Mesobilirubinogen ist ja in diesem nachgewiesen, 
und dies muB bei der Oxydation das krystallisierte Urobilin 
Siedels geben. 





1) Diese Z. 237, 19 (1935). 
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kil ge. Ein entscheidender Unterschied des Stercobilins vom Uro- 
sung inf} pilin IX@ besteht in der optischen Aktivitaét des Stercobilins '), 
beiden fF Pie ersten Messungen wurden vorsichtshalber in Eisessig durch- 
rest. er. _gefiihrt, weil der Farbstoff in diesem Loésungsmittel am Licht 
robilin- § picht verblaBt (ebensowenig in wiaBriger oder verdiinnt - essig- 
vielfach & gaurer Lésung), im Gegensatz zu seiner durch Licht beschleunigten 
sorption — Entfirbung in den gebriauchlichen organischen Liésungsmitteln. 
ch die E Die spezifische Drehung ist fiir das Hydrochlorid nahezu doppelt 
2m ‘Typ #0 hoch wie fir die freie Siure und erreicht den hohen Wert 
neigen- fF yon — 1800°. Die Abhangigkeit der spezifischen Drehung von der 


ten: Art des Lésungsmittels und der Konzentration scheint nach den 
_C.H ‘bisherigen Erfahrungen nicht besonders gro8 zu sein. Merkwiirdig 


| ‘jst das Verhalten des Stercobilinhydrochlorids nach Erhitzen auf 
JOH fF 120° Hiernach steigt die Drehung in Chloroform(!) auf — 2000°, 
. ‘also fast das Doppelte. 
| DaB Stercobilin optisch aktiv ist, fallt auf, denn Bilirubin, 
ichnete | Mesobilirubin und Mesobilirubinogen sind optisch inaktiv in Be- 
4,5-di. JB stitigung der SchluBfolgerungen aus ihren Konstitutionstormeln, 
ig wie | die ja kein asymmetrisches Kohlenstoffatom enthalten. 


robilin Auffallend ist auch die leichte Inaktivierbarkeit des Sterco- 
cobilin & bilins. Seine Leukoverbindung, sei sie durch Amalgam- oder durch 
1artige BF milde katalytische Reduktion dargestellt, ist optisch inaktiv, das 
stotien — daraus durch spontane Reoxydation in alkalischer oder saurer 
es der —F Lisung entstandene Stercobilin ebenfalls. 

lungen Durch Komplexsalzbildung mit Zinkacetat tritt Inaktivierung 
Wenn ein. Das aus dem fluorescierenden Zinksalz durch Spaltung mit 
‘Z VOl & Hisessig wiedergewonnene Stercobilin dreht ebenfalls nicht. 


uabins Das Kupfersalz der freien Siure hat eine héhere spezifische 

, onl | Drehung als diese selbst. 

Tn: Die Effekte bei der Hydrierung und Kupfersalzbildung 
'stinmen iiberein mit den von H. Fischer und A. Stern’) bei 

— _ Chlorophyll und Uroporphyrin aus Muschelschalen erhobenen 

‘ica Te Befunden. 

erlich Ganz neuartig ist der Befund, daf die Drehung bei der 

olier- — L°sung des Hydrochlorids in Wasser oder Salzsiure oder stark 

‘esen, | \crdiinnter Natronlauge verschwindet. Die aus diesen Lisungen 

obilin 


') Vgl. H. Fischer, H. Halbach u. A. Stern, Liebigs Ann. 519, 254 
(1935), 

*) Liebigs Ann. 520, 93 (1935). 
5 * 
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wiedergewonnene freie Siure dreht in Chloroform um den the. x 


retischen Betrag nach links, Allerdings nimmt nach wiederholtel yi 
Uberfiihrung aus Wasser in Chloroform die Drehung allmihlicfi 


ab. Starke Natronlauge inaktiviert unter gleichen Bedingungal 
rascher, ; 


Konzentrierte Salzsiure vermindert erst bei mehrtigiger Hine G 


wirkung die Drehung, was von Wichtigkeit ist im Hinblick af 
die Fraktionierung des Stercobilins mit Salzsiure bei seiner Guim 
winnung, 

In konzentrierter Schwefelsiiure dreht das Hydrochlorid yim 


die freie Sure um den normalen Betrag nach rechts. Auch biel e 
wurde die freie Siure aus der Schwefelsiure in Chloroform gf }i 


trieben und darin die normale Linksdrehung gemessen. Die Un. 
kehrung des Drehsinnes bei Wechsel des Lésungsmittels ist of 
festgestellt worden. , 

Diese Beobachtungen miissen noch genauer weiter verfoly 
werden und vor allem racemisches Material, das, wie oben e. 
wihnt, durch katalytische Reduktion leicht erhiltlich ist, de 
Spaltung unterworfen und die reinen Komponenten dann getrenut 
untersucht werden. Die Aufklirung dieser Verhiltnisse ist nicht 
nur theoretisch von Interesse, sondern wird auch vielleicht fit 





die Klinik von Bedeutung sein; denn angesichts der hohen Dreb-i&% ¢ 


werte muB in Harn wie Kot eine Vermehrung von Stercobiliff 
durch Drehung leicht festgestellt werden kénnen. 

Weder bei Bilirubin noch irgend einem anderen Gallenfar)-§% 
stoffderivat wurde optische Aktivitiit festgestellt. Trotzdem kénna 


zwischen Stercobilin und Bilirubin bzw. Mesobilirubin nahe veri ¢ 


wandtschaftliche Beziehungen bestehen; denn durch die bereits 


geschilderte Uberfiihrung des Stercobilins in Porphyrin sini 7 


4 Pyrrolkerne in ihm nicht ausgeschlossen. 


Glaukobilin ist nun ein iiberaus stabiles Gallenfarbstoffderiva& « 


das aus Mesobilirubin durch dehydrierende Einwirkung voy 


Ameisensaure oder konzentrierter Schwefelsiure sowie mit Ferr-— -- 


chlorid in Ameisensiure oder Eisessig als ,,Ferrobilin“ erhalten 
werden kann’), Wir iibertrugen diese Methoden auf Stercobilia 


Stercobilin wird als Hydrochlorid und freie Siure durch Er 
hitzen mit konzentrierter Schwefelsiure in optisch inaktivelq }, 


Glaukobilin umgewandelt. Dessen Identitdét mit Glaukobilin aw 
Mesobilirubin der gleichen Darstellungsmethode einerseits un(— 





' H. Fischer, H. Baumgartner u. R. Hess, Diese Z. 206, 201 (1932.5 ! 
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den they. W. Siedels!) synthetischem Glaukobilin andererseits wurde be- 
iederholte—m wiesen durch tibereinstimmende Schmelzpunkte und Mischschmelz- 
allmiihlifi punkte der Dimethylester sowie der Ferrobiline und die Identitit 
dingungelie ges spektroskopischen Befundes. Die Umwandlung des Stercobilins 
E folgt fast quantitativ (bis zu 90°/, der theoretischen Menge 
pplaukobilin) und kann daher wie die des Mesobilirubins nur eine 
‘ginfache sein ohne etwaige Spaltung und Resynthese des Molekiils. 
Die Gallenfarbstoffnatur des Stercobilins ast hermit einwandfrei 
hewiesen. 

- Durch Amalgamreduktion seines Glaukobilins wurde nun 
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Auch hie Fendlich Mesobilirubinogen aus Stercobilin erhalten und mit Meso- 
oform ge pilirubinogen gleicher Darstellungsart aus Bilirubin identifiziert 






Die Un durch Schmelz- und Mischschmelzpunkt, auBerdem durch Vergleich 
Is ist off der aus Essigester gewonnenen Krystalle?) (vgl. Fig. 1, Taf. 1). Herr 





‘Professor Dr. H. Steinmetz — fiir seine Untersuchung sind wir 











* verfol¢ ihm sehr zu Dank verbunden — urteilt: 

oben et. ,Beide Priparate stellen iibereinstimmende Kombinationen 
ist, der weier Prismen mit Pinakoidfliche dar. Der ebene Winkel der 
getrenutf/™ jeiden Prismenkanten wurde gemessen in einem Fall zu 62°, im 


ist nicht anderen Fall zu 64°, Nichts, was gegen eine Identitiit spriiche.“ 
elcht fit Zur Sicherheit wurde auch das aus Stercobilin gewonnene 


en Dreb. 
ercobilin 


‘Glaukobilin der Oxydation mit Chromsiiure unterworfen und 
‘nunmehr Methylithylmaleinimid nachgewiesen. 

Damat sind fiir Stercobilin prinziprell die Art und Anordnung 
Lder S-stindigen Substituenten analog dem Mesobilirubinogen und 
den Hémin nachgewiesen, ebenso 2 Hydroxylgruppen in 1'- und 


llen far’. 
. konnen 


gs ‘ME S'-Stellung. Nicht erkldrt ist die optische Aktivitit. 
gee ] Unsere Analysen stimmen am besten auf 6 Sauerstoffatome 
Fim Molekiil. Friihere Analysen, besonders von Watson, wiesen 
rderivat aut 7 ( Sauerstofiatome hin. Auch ist der Wasserstotigehalt des 
me a Stercobilins gegeniiber Glaukobilin und selbst Mesobilirubinogen 
t Feri i gegentiber deutlich erhoht, und es lige nahe die Anlagerung von 
Re Molekiil Wasser an eine Vinylgruppe oder Umwandlung 
cobilin kernverbindenden Methingruppe in eine sekundiire Alkohol- 
_ fe guppe anzunehmen, die gleichzeitig zu einem asymmetrischen 
rch a ' Kohlenstoffatom files wiirde, mithin viel Bestechendes fiir sich 
“ag “hatte. Diese Deutung wird widerlegt durch den Befund der 
unl !) Diese Z. 237, 14 (1935). 


| *) H. Fischer, Diese Z. 73, 223 (1911); H. Fischer u. F. Meyer- 
1 (1932, Betz, Diese Z. 75, 248 (1911). 
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Analyse sowie die Kinwirkung konzentrierter Schwefelsiure. Hig, 4 “i 













durch miiBte im Fall einer Oxyvinylgruppe eine Vinylgrupp e enim d 
zeugt werden und nicht ein Athylrest, wihrend eine sekundinfe EF 
Alkoholgruppe als Bindeglied zweier Pyrrolkerne durch Oxydatioy. fi 

mittel in eine Ketogruppe iibergefiihrt werden sollte, was nich bh 


der Fall ist. Ebenso sollte dann die Glaukobilinbildung ang 
mit anderen wasserentziehenden Mitteln wie Chlorzink, Phosphe,. 
pentoxyd, Oleum herbeigefiihrt werden kénnen, was nicht de 
Fall ist. 


Zur Frage ,,Vinyl- oder Athylgruppe im Stercobilin?“ wurde Bilirubj 
mit konzentrierter Schwefelsiure erhitzt. Ein krystallisierbares Glaukobily 
entstand dabei nicht. Die spektroskopischen Merkmale der griinen Farbstof 
aus Bilirubin, wie sie auch bei seiner Luftoxydation in starker Salzsiiny 
beobachtet werden, weichen von denen des Glaukobilins ab und sini 
die des Dihydrobilirubins, woraus hervorgeht, daB Vinylgruppe _bzy, 
Hydrofuranring des Bilirubins durch konzentrierte Schwefelsiure nicht ab. 
gesiittigt werden, wie das bei ihrer oxydierenden Wirkung ja ausgeschlossq 
ist und gegebenenfalls nur als eine Wanderung des W rasserstoffs aus de 
mittleren Methylenbriicke erklirt werden kénnte. Abgesehen davon, dal 
hierbei nur eine Gruppe abgesiittigt werden kénnte, wird die Erhaltuy 
der beiden ungesittigten Gruppen in dem vorliegenden griinen Farbstof. 
gemisch bewiesen durch das Fehlen des Methylithylmaleinimids bei day ! 
Chromsiureoxy dation. ft 

Wir halten folgende Formulierung fiir das Stercobilin fir» 
wahrscheinlich, die durch weitere Experimente, vor allem auf | 
synthetischem Wege gestiitzt werden soll. 
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Die — enthilt 46 Wasserstoffatome. Mit ihr ist ver- 
einbar: die Existenz des einfachen Hydrochlorids; die Unméglich- 
keit durch direkte Reduktion Mesobilirubinogen zu erhalten; di 
schlechte Ausbeute an Pyrrolbasen und -siuren bei der Hisessig- 
Jodwasserstoffreduktion; die zweifelhafte Bildung der Bilirubin 
siure; das Fehlen der iiblichen Spaltprodukte bei der Resorcin- 
schmelze des Stercobilins, der Kondensation mit Benzaldehy! 
sowie Kupplung mit Diazobenzolchlorid des Stercobilinogens; die 
Porphyrinbildung mit Bromwasserstoff—Kisessig; das Fehlen des 
Methylithylmaleinimids. Letzterer Befund wird natiirlich nur dam 
erklirt, wenn Pyrroline in der Tat bei der Oxydation in bezy® 
auf die Imidbildung sich negativ verhalten. Im iibrigen gebeay 
die Urobiline Herrn Siedels bei der Oxydation auch kein Methyl- 








ure, Hie. 
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4 ithylmaleinimid’), so daB die eigenartige Konstitutionsanordnung 
5 der Pyrrolkerne I und IV allein schon ausschlaggebend wiire fiir die 
_Erklirung des negativen Resultates. 













xydatione  Weiterhin spricht fiir die Pyrrolinformel sowie fir das Vor- 
Was nici handensein zweier Methylengruppen das Verhalten des Stercobilins 
ung auf gegen konzentrierte Schwefelsiure und Ameisensiiure. Wihrend 
Phospho.f Mesobilirubin unter der Einwirkung der angegebenen Reagentien 
nicht def rasch in eine violette Zwischenstufe (vermutlich Mesobiliviolin 
'und Mesobilirhodin) innerhalb weniger Minuten bereits bei 20° 
le Bilirubj | ibergeht, wird Stercobilin unter den gleichen Bedingungen inner- 
Haukobiife halb unbeschrinkter Zeit (4 Wochen) nicht veriindert. Erst bei 
Farbstofefi 100° tritt die Umwandlung zur violetten Phase ein, und zwar 
' SalzsiuefiM innerhalb 2 Tagen. Diese erste Phase ist bei Stercobilin als 
“ony ee | Dehydrierungsvorgang von Schwefeldioxydentwicklung _ begleitet; 
nicht a) bei Mesobilirubin fehlt diese. Die zweite Phase ist bei beiden 
eschilossa fm eine Dehydrierung, beansprucht in beiden Fallen die gleiche Zeit- 
's aus def dauer und ist nun auch bei Mesobilirubin mit Entwicklung von 
pg he ' Schwefeldioxyd verbunden. 
ede | Aus Mesobilirubinogen wird mit konzentrierter Schwefelsiure 
s bei dof in guter Ausbeute Glaukobilin erhalten. Bemerkenswerterweise 
' erfolgt dessen Bildung hier rascher als bei Stercobilin, ebenfalls 
bilin fi mit Entwicklung von Schwefeldioxyd tiber die violetten Zwischen- 
lem auf stufen. 
: Der grundlegende Unterschied des Reaktionsmechanismus 
_<i_ ff des Stercobilins gegeniiber der einfachen Dehydrierung des Meso- 
C,H; bilirubins und Mesobilirubinogens besteht im Versagen der anderen 
<i EE bekannten Methoden zur Uberfihrung in Glaukobilin in ihrer 
zt Anwendung auf Stercobilin. 
ist ver: Mit Ameisensiure in der Hitze sowie mit Ferrichlorid in 
ndglich-/® Kisessig oder Ameisensiiure in der Kalte entsteht aus Mesobili- 
en; die rubin rasch Glaukobilin bzw. Ferrobilin. Mit Mesobilirubinogen 
isessig-—/ und dem synthetischen Urobilin XIIlq@ verlaufen die Reaktionen 
lirubin-J— gleichartig, wenn auch erheblich langsamer, iiber die violetten 
ssorcin-e Zwischenstufen. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist die gréfte fiir 
aldehyif® Mesobilirubin, die geringste fiir Mesobilirubinogen. Stercobilin 
ns; die ist gegen die angefiihrten Reagentien durchaus resistent bei 
en de® tagelangem Erhitzen. Stercobilinogen wird hierbei — laut spektro- 
ir dannf® skopischem Befund — grdéBtenteils zu Stercobilin, in geringer 
bezugi® Menge zu Mesobiliviolin reoxydiert. Nur in konzentrierter Salz- 
gebel & a 
fethy!- j ') Private Mitteilung. 
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siure vermag Ferrichlorid nach 48stiindigem Erhitzen eine 
Bruchteil des Stercobilins in Glaukobilin zu verwandeln. 





pra 
Durch Einwirkung von Brom auf Stercobilin findet in Ameisen is 
siure und Chloroform in der Kilte, in Eisessig in der Hitze untegiheni 
Entwicklung von Bromwasserstoff Reaktion statt. Bei der Reakiihsff 
tion in Chloroform wurden leicht zerflieBliche, rote Krystall@iiedi 
beobachtet, die jedoch keine Ahnlichkeit mit Tetrabromglaukobilijimire! 
zeigten. Mit Wasserstoffsuperoxyd in Ammoniak wird die PentMiijd 
dyopentreaktion!) mit Maximum bei 512 mu erzeugt. yes0 
Diese Befunde zeigen, dai die Glaukobilinbildung des Stercogiyb 
bilins nicht lediglich eine Dehydrierung von kernverbindendeyfiy | 
Methylengruppen sein kann, sondern nur eine komplizierterdliiy i 
Oxydationsreaktion. Sie zwingt zur Formulierung von Pyrrolingjit 
kernen. Durch diese werden soviele asymmetrische Kohlenstofi-@jir 
atome erzeugt wie iiberzahlige Wasserstoffatome im Kern vor 
handen sind. | 
Kine besondere Besprechung verdient die Inaktivierung unte a 
bestimmten Bedingungen, die auch in der Chlorophyllreihe sowie... 
beim Uroporphyrin aus Muschelschalen beobachtet wird. In letzteremfMfie 
kann die optische Aktivitit wohl nur durch Bernsteinsiurereste 
bedingt sein; trotzdem tritt bei Behandlung mit Natriumamalgam§,,. 
bereits Inaktivierung ein. dan 
Bei Stercobilin legen die Verhiiltnisse insofern schwierig, als 
hier das Ausgangsmaterial nur schwer zugiinglich ist. Als Ursache| 
fir die optische Aktivitit kénnte man auch an sterische Be- 
hinderung ahnlich wie bei den Diphenylderivaten denken. Jedoch §0' 
sprechen die Modellstrukturen nicht in diesem Sinne. Die Ent-@ 
scheidung hieriiber wird wohl durch weitere experimentelle Be-§* 
arbeitung der optisch aktiven Pyrrolfarbstotie und vor allem der§. 
synthetischen Verbindungen erbracht werden. Re 
Zum Schlu8B muB noch kurz auf die Entstehung des Sterco- @iic 
bilins eingegangen werden. Wiederholt wurde sowohl von Watson §® 
wie von uns auf die wechselnde Menge an Stercobilin im Kot §* 
hingewiesen und besonders eigenartig erscheinen die groBen Mengen 


von Stercobilin, die im Kot bei perniciéser Animie bzw. himoly- 
tischem Ikterus auftreten, wie dies besonders von Watson fest- 
gestellt ist — aus 920 g Kot 2,2 g krystallisiertes Stercobilin- 
hydrochlorid. In der Aktivitit war zwischen diesen Praparaten 
und den unsrigen kein Unterschied festzustellen. 


!) K. Bingold, Klin. Wschr. 1, 1287 (1935). 
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In. 
2 Ameisep 


Ks fragt sich nun, ob die Leistungstiihigkeit der Bakterien- 
bra in diesen pathologischen Fillen sich so schnell steigert, daB 
ys in UbermaB angebotene Bilirubin dann jeweils mehr oder 


litze unte niger quantitativ in Stercobilin iibergefiihrt wird, wobei es noch 
der Reak@Miifillig ist, daB zugefihrtes Bilirubin keine Stercobilinvermehrung 
Krystall@Medingt. Wir halten es nicht fiir ausgeschlossen, daB Stercobilin 
laukobiligmirekt durch Abbau von Blutfarbstoff bereits in der Leber ge- 


die PentMMjdet wird und halten die weitere Untersuchung von Galle, ins- 
ysondere bei perniciéser Aniimie, auf ihren Bestand an Gallen- 
, brbstoffen und Stercobilin fiir notwendig. Ebenso sind Versuche 
ndendey m Gange, das in vitro durch Bakterien erzeugbare ,,Stercobilin“ 
izierterdi; isolieren. Auch Durchstrémungsversuche an iiberlebender Leber 
Pyrrolingfyit Bilirubin, Mesobilirubin, Mesobilirubinogen und Glaukobilin 


hlenstofMiren sicher von Interesse. 


es Stereo 


ern vor 
Herrn Dr. C. J. Watson sind wir fiir die Uberlassung von iiber 3 g 
ne unter irystallisiertem Stercobilinhydrochlorid zu groBem Dank verpflichtet, ebenso 
a ena Hern Dr. A. Stern fiir die Durchfiihrung der zahlreichen polarimetrischen 
Vie 


Bestimmungen und Herrn Dipl.ing. H. Libowitzky fiir seine Mithilfe bei 
etzteremM%iex Gewinnung des Stercobilins. 


jureres , 
ate Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und der Rockefeller- 


mal gam Foundation, mit deren Unterstiitzung diese Arbeit durchgefiihrt wurde, 
janken wir auch an dieser Stelle. 


erig, als 
Ursache Versuche. 
he Be- Zur Gewinnung des Stercobilins. Die Trocknung der Faeces bei 


Jedoch Rs° zerstért das Stercobilin. Die an sich einfache und rasch quantitativ 
ie Knt-@wsfiihrbare Extraktion der frischen Faeces mit salzsaurem Alkohol erwies 
lle Be. ich wegen Schwierigkeiten bei der Aufarbeitung als unbrauchbar. 


Nach 4 tiiglichen Gaben von je 0,25 g Bilirubin in schwach alkalischer 
Lisung wurden die vorher negative Eh rlichsche und Schlesingersche 
" ® Xeaktion im Harn schwach positiv und klangen erst nach 3 Wochen allmih- 
Sterco- Milich ab. Ein kleiner Teil des Bilirubins wurde unveriindert im Harn mit 
atson @Gmelinscher Reaktion ausgeschieden. Der Gehalt an Urobilin und Bili- 


em der 


n Kot @™bin im Harn war viel zu gering zur Darstellung in Substanz. 

fengen Aus 850g Kot des 1. mit 5. Versuchstages wurden 53 mg Stercobilin- 

least bydrochlorid erhalten. Auch im Kot erschien ein geringer Teil des Bili- 
JY Bmbins wieder. 

- fest- 


bili Analysen des Stercobilins. Die Analysen des aus Chloroform 
DUID- MH kyystallisierten Hydrochlorids differieren nach der Art der Trocknung: 
raten 

1. 4,125 mg Subst. (bei 70° i. V. getr.): 9,360mg CO,, 2,655mg H,0O. 


2. 4,200 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 9,280mg CO,, 2,855mg H,0, 
0,015 mg Asche. — 3,440 mg Subst.: 0,255 ccm N, (23°, 722 mm), — 
3,742 mg Subst.: 1,195 mg AgCl. 





~] 
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3. 5,534 mg Subst. (bei 20°, 720mm getr.): 11,760mg CO,, 3,485mg 0,8 


— 38,920 mg Subst.: 0,279 cem N, (19°, 727 mm). — 3,805 mg Subgt. 
1,660 mg AgCl. 

4. Hydrochlorid aus freier Siiure aus Aceton. 4,608 mg Subst. (he 
60° i. V. getr.): 10,360 mg CO,, 2,888 mg H,O, 0,118 mg Asche. — 
3,086 mg Subst.: 0,237 ccm N, (21°, 719mm. — 1,570 mg Subst; 
0,395 mg AgCl. 

C,,H,,0,N,-HCl (646,8) Ber. C 61,22 H7,82 N866 Cl 548 


C,;HO.N,-HCl (630,8) _,, » 62,7 5 7,50 », 8,88 9,63 
1. Gef. ,, 61,8 » 1,20 » = 
» », 60,4 » tee 5, 8,12 » 1,90 
a om » 57,9 9, 1,05 99 0,95 » 10,79 
4. ” 5, 62,8 » 7,19 1, 8,65 99 6,22, 


korr. f. Asche 
Aus Aceton krystallisiert die freie Siure mit Spuren von Chloroform 
in regelmiBigen Prismen, welche unter 200° schmelzen. Mit zunehmender 
teinheit von Lésungsmittel und Substanz sinkt die Léslichkeit in Aceton, 
Das reinste Produkt schmilzt bei 236° und ist schlecht krystallisiert. 


4,268 mg Subst. (bei 60° i. Hochy. getr.): 10,365 mg CO,, 2,995 mg 
H,0. — 4,104 mg Subst.: 0,363 eem N, (20°, 710 mm). 
C,3H,,0,N, (610,4) Ber. C 64,85 H7,60 N 9,18 
Cy3H,,0.N, (594,4) » » 6602 , 1780 , Oa 
Gef. ,, 66,23 ,, 7,85 ,, 9,62. 


Katalytische Hydrierung des Stercobilins. Das Hydrochlorid 
wurde in 20cem 0,05n-Natronlauge geldst, mit 0,1 cem einer 1°/,igen 
Lésung von kolloidalem Palladium versetzt und mit Wasserstoff durch 
Glaszuleitungen bis zur Sittigung geschiittelt. Weitere Zugabe von Kata- 
lysator hatte keine Wirkung mehr. Als abzuziehender Blindwert fiir Wasser- 
stoff wurden bestimmt 0,3 ccm. 






































— Sitti- Wasserstoff 
es —— — es 
-| Temp. |mm Hg | " 
Hydro- | 828° P , aoe a ber. fiir 
chiorids | dauer — | red. Gew. 1 Mol 
1 50 mg 30’ | 205° | 720 2,0 | 05mg | 1,94¢ 
2 20 mg 20’ 20° 719 11 | 008mg | 2,67 ¢ 
3 30 mg 35° | 19° 722 12 | 009mg | 1,96¢ 
Im Mittel 2,2 ¢ 
‘eee: annie ee alas ee eas ae T 
’ ——— ai, 
2 r 
IT 
W/§ nn 
7h if ’ 
=) 
en I Sa a 








ee a Hen 
5 70 15 20 25 30 35 40 45 Min. 


Fig. 5. 





om tei (RO <= 135 








Uber die Konstitution des Stercobilins. 715 





Die Ehrlichsche Reaktion des Hydrierungsprodukts ist intensiv und 
identisch mit der des Mesobilirubinogens; die Schlesingersche Reaktion 
wird erst von Jod hervorgerufen und ist die des Stercobilins: 507 mu. 


ding H,0, 4 
g Subst,: 





abst. (he; : Da die Krystallisation des Stercobilinogens aus Chloroform-Petrol- 
Asche, _ JE iither und Essigester erfolglos war, wurde in allen Fallen die Oxydation 
¢ Subst. | mit Salpetersdiure ausgefiihrt, ohne Methylithylmaleinimid daraus mit Sicher- 


heit nachweisen zu kénnen. 
Die freie Siiure wurde in 10 ccm Eisessig gelést zu 20 mg in 5 cem 






































Cl 54, 
a * : | fEisessig vorhydriertem Palladiumschwarz gegeben. 
” a9) Menge =| Satti- _______Wasserstoff 
10.79 der freien | gungs- | Temp. |mm Hg | : | ber. fir 
”? me Siiure dauer ecm | red. Gew. | 1 Mol 
”? Aa, ————— a AN 
dae 20 mg 21" 220 719 1,65 | 012mg | 3,75g 
vt | 50mg 17 19° 715 4,3 035mg | 38,94¢ 
er & + +=". - 
Aceton, & Im Mittel 3,8 ¢ 
‘t. Aufarbeitung und Oxydation mit Salpetersiiure verliefen wie fiir die 
1995 mg milde katalytische Hydrierung angegeben. 
5 ace ese eqs ° 
Krystallisiertes Urobilin aus Mesobilirubinogen. Das aus der 
Amalgamreduktion von 5 g Bilirubin erhaltene Mesobilirubinogen (ungefihr 
3g) wurde aus der rohen Chloroformlésung mit 250 ccm 25°/,iger Salzsiure 
vollstindig extrahiert und diese Lésung dauernd mit Sauerstoff gesittigt 
ehlorid gehalten. Nach 10 Tagen war ihre Ehrlichsche Reaktion negativ, ihre 
/ ioen Te Fluorescenz mit Zinkacetat die des Urobilins (Bande III) und des Meso- 
“ht _ biliviolins (Banden I und II): 
Kata. I. 688—622; II. 572; III. 518—499 ... 474; End-Abs. 420. 
ava" 4 —— a 
asser- 630 508 
Reihenfolge der Intensititen: III, I; (ID). 
—— — Nach Verdiinnen der Salzsiiure auf 2°/, folgte die Aufarbeitung un- 
vefiihr der Methode der Stercobilingewinnung aus Kot: 
fiir Salzsiure 2°/, + Natriumacetat 
Mol ji a a oe 
K. A | 
4g ih, : , / | 
ig Salzsiure 1 °/ | Flocken in id 
Sg "0 Chloroform | Salzsiiure 25 °/, 
g | gelost 2 Vol. | Wasser 
Chloroform | . 
| Y } Chloroform 
Salzsiiure 25 °/, y | 
Y ‘ 
Soda 5 9 = + Wasser | 4 
10 +- Natriumacetat | Petrolither: 





Essig | siure 
Y 3 mal daraus 
Chloroform durch Waschen umgef allt: 
| mit Essigsiure von 
Urobilin befreit 


Petrolither: 28 mg Urobilin- 
280 mg Mesobiliviolin hydrochlorid 
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Die Atherextraktion geht der Chloroformextraktion voraus. Das er. 
haltene Urobilinhydrochlorid krystallisiert aus Chloroform in rechteckigey 
Blittchen, Wetzsteinen und Zwischenformen von beiden; die fiir Stereo. 
bilinhydrochlorid typischen Prismen mit dem Kantenwinkel 35° werdey 
nicht beobachtet. Der Schmelzpunkt ist unscharf zwischen 120° und 150°, 
Die freie Siure dieses Urobilins krystallisiert aus Aceton auffallend leichte 
und besser als das freie Stercobilin und bildet, im Gegensatz zu dessen 
unregelmaBigen Krystallen vom Schmelzp. 236°, regelmaBige Prismen und 
Wetzsteine (vgl. Fig. 2 und 3, Tafel I), welche bei 190° schmelzen. 

Aus der Luftoxydation in indifferentem, alkalischem und bicarbonat. 
alkalischem Medium lieB krystallisierbares Urobilin aus Mesobilirubinogen 
sich nicht gewinnen. 


Mesobilirubinogen aus kiinstlichem Urobilin. Je 1 mg des oben 
beschriebenen Hydrochlorids und der freien Siure wird getrennt mit Natriun- 
amalgam reduziert. Nach der iiblichen Aufarbeitung ist die Leukoverbindung 
umkrystallisierbar in beiden Fillen aus Chloroform—Petrolither wie aus 
Essigester in den fiir Mesobilirubinogen typischen Formen. Die Ehrlichsche 
Reaktion ist die des Mesobilirubinogens: 


I. 562; II. 496; III. 470; End-Abs. 425. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I; IJ, III. 


Versuche zur Veresterung des Stercobilins. Bei einem Ansatz 
von 20 mg der freien Siure des Stercobilins aus Aceton (Schmelzp. 233°) 
mit 5 cem Methanol + 20 cem diazomethanhaltigem Ather wurde die Soda- 
unléslichkeit nach 1 Minute erreicht. Nach Einengen im Vakuum wurden 
aus Aceton gelblich-weiBe Krystalle erhalten (vgl. Fig. 4, Tafel I). Die 
Urobilinfluorescenz des Zinksalzes ist unverindert. Ausbeute unter 1 mg. 


Der oxydative Abbau A. mit rauchender Salpetersiiure wurde durch- 
gefiihrt mit der freien Siure des Stercobilins (10 mg), und Stercobilinogen 
aus der katalytischen Reduktion (20, 20, 30, 50, 50 mg) und aus der Amal- 
gamreduktion (830 mg); in keinem Fall konnte Methylithylmaleinimid durch 
Sublimation im Vakuum nachgewiesen werden; 

Bb. mit Chromsiure in 33°/,iger Schwefelsiure des Stercobilinhydro- 
chlorids (50 mg) und der freien Siiure (100 mg) verlief langsamer als der des 
Mesobilirubins und war bei 20° erst in 48 Stunden beendet. Methylithy!- 
maleinimid entstand nicht; in der sauren Fraktion (Schmelzp. 182°) wurde 
durch Mischschmelzp. (181°) die Bernsteinsiiure (Schmelzp. 183°) festgestellt. 


Vergleichende Oxydation des Mesobilirubins und Glaukobilins. 
Die Chromsiureoxydation ist bei Mesobilirubin bei 0° innerhalb 12 Stunden 
beendet, bei Glaukobilin erst nach 10 Minuten langem Erwiirmen auf 40°. 

An Methylithylmaleinimid wurde nach Sublimation bei 60°/10 mm 
erhalten: 








30 mg oxydiert mit |50 mg oxydiert mit 100 mg 


a 1 ecm HNO, CrO, in 9eem H,SO, 33 °/, 





Mesobilirubin . . . 1,1 mg 12,6 mg 








Glaukobilin. . . . 0,5 mg 4,0 mg 
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Versuche zur Jodwasserstoff-Eisessig-Reduktion des Stercobilins. 

Zum Vergleich wurden je 0,00001 Mol Himin, Bilirubin und Stercobilin- 
hy -drochlorid in 1 cem Eisessig mit 0,5 cem Jodwasserstoffsiiure (d = 1,96) 
3) Minuten im Wasserbad reduziert. Nach der iiblichen Behandlung w urden 
pasischer und saurer Anteil in gleichmaiBiger Weise mit p-Dimethylamino- 
penzaldehyd kondensiert. Der exakte colorimetrische Vergleich war nicht 
méglich wegen des groBen Einflusses von Zeit und kleinen Verschiebungen 
der Alkoholkonzentration. Der basische Anteil ist beim Bilirubin ver- 
schwindend gegeniiber Hiimin; beim Stercobilin fehlt er ganz. Die Maxima 
der Banden des Kondensationsprodukts des sauren Anteils mit p-Dimethy]l- 
aminobenzaldehyd sind: 

Himin: I. 545; 

Stercobilin: I. 556; II. (460). 

Bilirubin: I. 556; II. (488); —_ LIT. (460), 

Zur Fahndung auf Bilirubinsiure wurden 50 mg Stercobilinhydro- 
chlorid mit 1ecem Jodwasserstoffsiiure in 2 ccm Eisessig 40 Minuten im 
Wasserbad erhitzt und nach der Methode von H. Fischer und H. Rése’) 
aufgearbeitet. Aus Chloroform-Petroliither fielen schlieBlich gelbe Kugeln 
(Schmelzp. 155°). Ihr Mischschmelzpunkt mit auf gleiche Weise aus Bili- 
rubin erhaltener Bilirubinsiiure (Schmelzp. 178°) lag bei 152°. Die typischen 
Bilirubinsiure-Krystalle wurden in sehr geringer Menge in einer anderen 
Fraktion beobachtet. 

Zur totalen Reduktion wurden 200 mg Stercobilinhydrochlorid in 4 cem 
Eisessig mit 2 cem Jodwasserstoffsiiure 17 Stunden zum schwachen Sieden 
erhitzt. Krystallisation von Pikraten der durch Wasserdampf getrennten 
Pyrrolbasen und -siuren gelang nicht. 

Uberfiihrung des Stercobilins in Porphyrin. Nach der Methode 
von H. Fischer und F. Lindner wurde diese Reaktion zuvor mit 2,7 mg 
eaena tig inne erfolgreich durchgefiihrt. 

5 mg Stercobilinhydrochlorid wurden mit 1 ccm Eisessig-Bromwasser- 
stoff im geschlossenen Rohr 90 Minuten auf 180° erhitzt. Nach Verdiinnung 
mit Wasser wurde mit Natriumacetat das Porphyrin in Ather getrieben. Es 
folgen die Vergleichszahlen der Maxima fiir: 


II. 488; Reihenfolge der Intensititen: I; IL. 


Porphyrin aus Mesobilirubinogen: 


I. 623,5; IL. 613; III. 597; IV. 577; V. 568,8; VI. 581,4; 
VII. 526,8; VIII. 496; End-Abs. 430. 

Reihenfolge der Intensitiiten: VIII, I, VI, V; VI, IV, II, U. 

Mesoporphyrin: 

I. 623,3; II. 612,4; III. 596,6; IV. 578,3; V. 567,6; VI. 528,6; 


VIL. 494,9; End-Abs. 440. 
Reihenfolge der Intensititen: VII, I, VI, V; IV, 
Porphyrin aus Stercobilin: 


IL, I. 


I. 623,4; II. 576; IIL. 569; IV. 528; V. 497; End-Abs. 435. 
Reihenfolge der Intensititen: V, I, IV, HI; I. 
Das aus Stercobilin erhaltene Porphyrin ist gegen konzentrierte 


Schwefelsiiure bestiindig und einheitlich bei der Fraktionierung mit Salzsiure. 
1) Ber. chem. Ges. 45, 1581 (1912). 
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Aus 10 mg Prodigiosin (Originalpriparat von Herrn Prof. Dr. F. Wredo 8°" 


| wurde mit Eisessig-Bromwasserstoff bei 180° Porphyrin nicht gebildet. & bil” 
Porphyrinfluorescenz im U.V. wurde nicht festgestellt. i 


rohe Chloroformlésung des aus 300mg Mesobilirubin durch Amalgamreduktioy = 
erhaltenen Mesobilirubinogens wurde im Vakuum eingeengt bis fast zu; 
Trockene, in 10 ecm Alkohol aufgenommen und versetzt mit 5 cem eine & 
5°/, igen salzsauren Lésung von Diazobenzolchlorid. Nach Aufarbeitung — En¢ 
iiber Chloroform krystallisierten aus wiBrigem salzsaurem Methanol 15 ing 

des Azofarbstoff-esterhydrochlorids, Schmelzp. 192°. 

Der Mischschmelzpunkt mit auf die gleiche Weise erhaltenem Azo. 


| Kupplung des Mesobilirubinogens mit Diazobenzolchlorid. pj 
| 


Pech 


farbstoff-esterhydrochlorid aus Mesobilirubin (Schmelzp. 193°) lag bei 192° Lg 


Noch aus 2 mg Mesobilirubinogen waren die typischen Krystalle des 
Azofarbstoffs auf diese Weise erhiiltiich. 


Die Kupplung von Diazobenzolchlorid mit Stercobilinogen e:. § 
folgte am besten, wenn dieses aus der alkalischen Lésung der Amalgam. §& gic 
reduktion nach Ausfillung bei kongosaurer Reaktion frisch angewendet & Fe 
wurde. Der erhaltene Farbstoff war bei Anwendung von 50 mg Stercobilin. & 
hydrochlorid weder als Hydrochlorid noch als freie Siure krystallisiert 
abzuscheiden. 


Stercobilin kuppelte mit Diazobenzolchlorid nicht in stark salz J ( 
saurem Alkohol, sondern konnte daraus unverindert zuriickgewonnen werden, 
Glaukobilin aus Stercobilin. Zum Vergleich wurden je 0,00002 Mol 
Mesobilirubin, Stercobilinhydrochlorid und krystallisiertes Mesobilirubinogen 
in je 1 ecm konzentrierter Schwefelsiiure auf 150° erhitzt. Nach Farbe und 
Fluorescenz des Zinksalzes zu urteilen ist die Glaukobilinbildung vollstandig bei 


bil 


Mesobilirubin . . . . . . nach 50 Minuten 
Mesobilirubinogen. . . . . 4, #=%‘TO  ,, Cc 
I 6 Mo ak ae a ge : 


Kennzeichen der violetten Kérper bei diesen Versuchen war die rote t 
Fluorescenz des Zinksalzes mit den Banden bei 630 mu und 576 mu. Die & ¢ 
abgeschlossene Glaukobilinbildung wurde festgestellt am Fehlen der Fluo- 
rescenz des Zinksalzes, welche erst bei Zusatz von Jod auftritt als die rote 
des Mesobiliviolins. Weitere Zugabe von Jod verwandelt diese in eine griine, 
der des Urobilins dihnliche Fluorescenz, welche durch die Bande bei 510 bis 
512 mu fiir Mesobiliviolin, bei 518 mu fiir Glaukobilin ausgezeichnet ist. 
Wird bei der Darstellung des Glaukobilins mit Schwefelsiiure die Reaktion 
im violetten Stadium abgebrochen — ygl.') —, so verwandelt hiiufiges §& I 
Umkrystallisieren das violette Gemisch allmihlich in reines Glaukobilin, so- 
gleich jedoch die Veresterung mit methylalkoholischer Salzsiiure. Aus diesem 
Grunde wurde, abgesehen von den geringen verfiigbaren Mengen, die violette | 
Stufe beim Stercobilin nicht isoliert. | 


Zur Darstellung wurden 100 mg Stercobilinhydrochlorid in 10 ccm | 
konzentrierter Schwefelsiure 6 Tage im Wasserbad erhitzt (Mesobilirubin 
ist unter den gleichen Bedingungen in 60 Stunden vollstiindig in Glauko- 
bilin tibergegangen). Nach Verdiinnung der Schwefelsiiure und Neutrali- 


') H. Fischer, H. Baumgartner u. R. HeB, Diese Z. 206, 27 (1982). 
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gieren mit Ammoniak bis zur schwach kongosauren Reaktion fiel Glauko- 
‘pilin quantitativ aus und krystallisierte nach der Extraktion mit Methanol] 
gu 90°/, der theoretischen Ausbeute, Schmelzp. 220°. 
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Die alkoholische Lésung firbt sich mit ammoniakalischem Zinkacetat 


griin ohne Fluorescenz; diese erscheint erst mit Jod: 


Ill. 523—£10; 


518 


I. 637—620; 


628 


Il. 586—-568; 


Semmens cena ernenns 


577 


IV. (490); V. (460); 


 End-Abs. 410. 


Reihenfolge der Intensitiiten: I; II, II. 


Mehr Jod bringt die Rotfluorescenz zum Verschwinden und eine 


Pschwache urobilinéhnliche Griinfluorescenz hervor mit nur einer Bande 


max. 915 mu. 
Die gleichen spektralen Eigenschaften hat das Zinksalz des Glauko- 


pilins aus Mesobilirubin. 


Mit Ferrichlorid in Eisessig entsteht Ferrobilin in den typischen 


' sichelfoérmigen Krystillchen. 
| Ferrobilin aus Mesobilirubin 


Schmelzp. ao Mischschmelzp. 275° 


,» Stercobilin ... . ‘s 


Dimethylester des Stercobilin-Glaukobilins. Mit methylaikoho- 


Jischer Salzsiiure erhalten, wurde der Ester nach der Aufarbeitung iiber 
Chloroform aus Chloroform—Petroliither umkrystallisiert, Schmelzp. 215°. 


aus Mesobilirubin . 


' Glaukobilin- _— aT Schmelzp. 216°! Mischschmelzp. 214° 
F dimethylester ).” ,stereobilin. . . ’ 215° ae 
2 ao  eyetnetiech . .. . ‘a 216° % 214 


Zur Analyse wurde der Ester aus Aceton umkrystallisiert, Schmelz- 
punkt 220°. 

4,103 mg Subst. (bei 60° i. V. getr.): 10,285 mg CO,, 2,525 mg H,0O. 
C,,H,,O,N4 (614,38) C 68,36 H 6,89 ref. C 68,36 H 6,89. 

Mit Ferrichlorid in Methanol bildete sich Ferrobilinester in den 
typischen 2 Formen, hellblauen Blaittechen und undurchsichtigen Stibchen, 


Ber. 


| Schmelzp. 244—246°. 


Mesobilirubinogen aus Stercobilin-Glaukobilin. 30 mg des freien 


' Glaukobilings aus Stercobilin wurden in 0,02 n-Natronlauge mit 5°, igem 
| Natriumamalgam rasch zur Entfirbung reduziert. Nach der iiblichen Auf- 
arbeitung wurden aus Essigester die typischen Krystalle des Mesobili- 


rubinogens (vgl. Fig. 1, Tafel I) erhalten, Schmelzp. 200°; ihr Mischschmelz- 
punkt mit Mesobilirubinogen aus Bilirubin (Schmelzp. 194°) lag bei 194°. 


Die Oxydation des Stercobilin-Glaukobilins mit Chromsiure in 
33°/, iver Schwefelsiure ergab bei Anwendung von 30 mg nach der Subli- 
mation bei 60°/10 mm 8 mg Methylithylmaleinimid, Schmelzp. 65°. Sein 
Mischschmelzpunkt mit Methylithylmaleinimid aus Mesobilirubin—Glaukobilin 
(65°) lag bei 65° Bezgl. der Ausbeute vgl. 8. 76. 

Einwirkung von konzentrierter Schwefelsdure auf Bilirubin. 
Hierbei entstehen bei 90° rasch griine Farbstoffe; die Maxima der Banden 
des ohne Jodzugabe schmutzigrot fluorescierenden Zinksalzes: 


590.  Reihenfolge der Intensitiiten: I; (II). 


I. 640; II. 
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Mit mehr Jod wird die Fluorescenz schwiicher und griin mit 1 Banh 


max. 517 mu. 
Das Zinksalz des Dehydrobilirubins fluoresciert nur nach Zugabe von Jo; 


I. 640; II. 587; ILI. (519). Reihenfolge der Intensititen: I; IT, (Le 


Mit mehr Jod entsteht eine schwache Griinfluorescenz mit 1 Bani 


max. 519 mu. 


Der aus 200 mg Bilirubin durch 7 stiindiges Erhitzen im Wasserhiff 


mit konzentrierter Schwefelsiiure erhaltene Farbstoff wurde mit Chromsiiy: 
oxydiert. Bei der Sublimation des basischen Anteils bei 60°/10 mm wurda 


dem Methylithylmaleinimid ihnliche Krystalle in Menge von weniger aiff 


1 mg erhalten. 
Polarimetrische Bestimmungen. 


StercobilinhydrochloridinEisessig. Priparate verschiedener Herkunf 


b 





cane 














e Te . — ‘ > 
mg in 100cem azo ee ee [ oo 
151,75 —2,71° —1786° —1,62° — 1068? 
146,97 — 2,33° — 1586° —1,25° — 850° 
17,90 —1,46° —1874° —0,85° ~1091° 
74,70 —1,26° — 1687° —0,76° _ — 1018° 
Im Mittel: —1733° —1007° 


Die letzte Lésung dndert nach 2 stiindigem Erhitzen auf 100° ihraf 


Drehwert nicht. 


Stercobilin (freie Siure) in Eisessig. 

















mg in 100 com a8 [a]89 a5 en 
152,9 _ 1,32° — 863° a 1,26° — 824° 
ia 20 20 
&690-720 [a leo9_790 
33,0 . ‘ ae 
Schmelzp. 230° —0,14 — 424 
33,0 , . 
Schmelzp. 130° — 0,14 424 


Stercobilinhydrochlorid in Chloroform. 














* 20 r_.720 
mg in 100cem] = eG G49_729 [«}s90-720 
I 30 — 0,36° —1200° 
II 46 —0,58° —1260° 
el” en —— Ff - + am 
"656 [oJ656 589 | [a]5g0 








III 50 —1,00° 














—2000° —1,75° | —3500° 
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500° 





Sterco- 
bilin- | Lésungsmi 
gsmittel 20 190 20 - .90 
Salzzusatz hydro- ace, a]<e ane, Cale’. 
chlorid je 10 eem O50 [ 4589 bob - le56 
mg 
Athylalkohol 
4,91 mit —0,31°]—631°] —0,24°}] —489° 
, 1°/, Ammoniak 
dinkacetat, fest 4,91 desgl. 0 0 0 0 0° 0° 
10 mg 
= 3 ee ame era 
a6 99-720 |LJg90-720 
4,84 | Athylalkohol - — |-—0,24°] —496° 
Athylalkohol 
4,6 mit — o- —0,10°}| —217° 
1°/, Ammoniak : 
leem Cu-Acetat _9 910 = 9 0 
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__Lésung I wurde eingeengt zur Trockene, wieder in Chloroform gelést 
| god der Drehwert unverindert gemessen. 

Priparat III wurde vorher 80 Minuten auf 120° erhitzt bis zur be- 
‘gnnenden Sinterung; seine Rekrystallisation aus Chloroform zeigte die nor- 
' ale Krystallform. 
































Gallenfarbstoffe. 
——— RT 
Lésungsmittel 320 20 
ms je 100 ccm os 656 
Mesobilirubin tata, Al og 165 Chloroform 0° 0° 
‘Mesobilirubinogen. . . 166 Essigester 0° 0° 
| Kirper If von Mesobili- ae undurch- ‘ 
rubinogendarstellung Ruud = | lissig ea 
4 | weiBes Licht 
a ee | 188 | Pyridin | 0° 


Zink- und Kupfersalz des Stercobilins. 
































Das komplexe Zinksalz wurde nach Aufnehmen in Chloroform und 
Verdampfen des Chloroforms im Vakuum mit Eisessig in 48 Stunden ge- 


drehte nicht. 


Stercobilinogen. Von Stercobilinhydrochlorid wurden hydriert 
10,0 mg mit Amalgam sowie 9,8 mg katalytisch in 0,1 n-Natronlauge mit 
kolloidalem Palladium. In beiden Fallen drehte die alkalische Lésung des 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XVIII. 6 
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Stercobilinogens nicht. Die Reoxydation verlief in alkalischer Lésung 9}, 
langsam; nachdem sie gréBtenteils vollzogen war, wurde keine Drehyy 
festgestellt. Auch in schwefelsaurer Lésung rasch vollstindig reoxydierte, 
durch katalytische Hydrierung aus 9,0 mg Stercobilinhydrochlorid wie obe, 
gewonnenes Stercobilinogen, war optisch inaktiv in der verdiinnt schwefi. 
sauren Loésung. 


Stercobilinin konzentrierter Salzsiure. Die Lésung von 20 mg 
Stercobilinhydrochlorid ([o};90—720 in Chloroform: — 1200 " in 10cem konzep. 


trierter Salzsiiure drehte nicht. Nach 1 Stunde wurde ein Teil (I) dure 
Verdiinnen mit Wasser als Hydrochlorid in Chloroform getrieben, na¢} 


5 Tagen ein anderer (II): 














mg in 10 ccm 20 20 
Chloroform “690-720 [«J690~720 
I 3,7 —0,40° —1081° 
II 7,6 —0,08° — 105° 











Stercobilin in Wasser und Natronlauge. 








: Lésungs- 











: 20 20 ™ 
mg in 10 ccm mittel 690-720 mittel 590-720 | [@JGv0-79 
3,9 Wasser 0° Chloroform | —0,29° | —743' 
Freie Siure 
3,3 0,1 n-Natron- - Chloroform | —0,20° — 606 
Hydrochlorid lauge 
3,9 2,5 n-Natron- 0° Chloroform | —0,06° | —154 
ee ee _ 
3,9 Wasser 0° Chloroform | —0,08° | —205 
Freie Siure 
3,3 0,1 n-Natron- 0° Chloroform | —0,10° | —303 
Hydrochlorid lauge 
3,9 2,5 n-Natron- 0° — _ 
Hydrochlorid lauge 

















In den 3 Versuchen wurde Stercobilin als freie Siure mit Essigsiiure 
und Ammoniumsulfat in 10 cem Chloroform getrieben, darauf nach Ver- 
dampfen des Chloroforms in dem betreffenden Lésungsmittel (10 ccm) ge- 


lést usw. 


Stercobilinin konzentrierter Schwefelsadure. 4 mg Stercobilin- 
hydrochlorid wurden in 10 ccm Schwefelsiure gelést, darauf mit Ammoniak 
und Natriumacetat in 10 cem Chloroform getrieben, nach Einengen wieder 
in 10 cem Schwefelsiure gelést usw. 
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Uber die Konstitution des Stercobilins. 























Lésungsmittel . Ca 
Schwefelsiure I cal +0,24° _— - ” 
a bee eo arn —0,21° — 525° 
io ne ee +0,17° +425° 
Siitean ies a ee —0,21° — 525° 


Azofarbstoff des Opsopyrrols mit p-Toluoldiazoniumchlorid. Aus 


| 35 g Opsopyrrol wurde durch Schiitteln seiner ditherischen Lésung mit einer 
salzsauren Lésung von 8 g diazotiertem p-Toluidin und Aufarbeitung iiber 


Chloroform 0,75 g des Azofarbstoffs aus Chloroform-Alkohol in rubin- 
roten Quadern, Schmelzp. 238° erhalten. Trotz groBem Uberschu8 der 


| Diazokomponente entsteht ausschlieBlich der Monoazofarbstoff, wie die 
Analyse zeigt. 


4,125 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 11,192 mg CO,, 2,680 mg H,0O, 


0,026 mg Asche. — 3,350 mg Subst.: 0,547 eem Ny, (19°, 722 mm). 


C,,H,,N, (227,2) Ber. C 73,96 H 7,54 N 18,50 
Gef. ,, 7400 ,, 7,27  ,, 18,25. 


Das aus Ameisensiiure in griinglinzenden Prismen krystallisierende 


Hydrochlorid des Azofarbstoffs schmilzt bei 208°, das Hydrobromid 
bei 185°. 


Das Pikrat dea Azofarbstoffs wird durch Aufkochen der alkoholischen 


Lisung mit Pikrinsiiure quantitativ erhalten in gelbgriinen Blittchen mit 
| Kupferglanz, Schmelzp. 182°. 


4,850 mg Subst. (bei 50° i. V. getr.): 8,380 mg CO,, 1,680 mg H,O. — 
2,288 mg Subst.: 0,385 cem N, (19°, 707 mm). 
C,,H,,Ns + CsH,N,0, (456,2) Ber. C 52,61 H 4,42 N 18,42 
Gef. ,, 52,54 ,, 4,82 ,, 18,30. 
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Uber den Abbau des Dimethylanilins 
und des Dimethylanilinoxyds im Tierkérper. 


Von 


Fritz Horn. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. November 1935.) 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen iiber Aminoxyi. 
bildung im Tierkérper’), die im hiesigen Institut weitergefiily; 
werden, habe ich mich mit der Frage beschiftigt, ob auch be. 
stimmte tertiire, aromatische Alkylamine zu Aminoxyden oxydiert 
und als solche ausgeschieden werden. Die Frage der Oxydation 
derartiger Verbindungen am Stickstoff ist in Verbindung mit den 
Vorstellungen tiber ,,indirekte Methimoglobinbildung“ oft erértert, 
aber nicht sicher experimentell entschieden worden®**), Nu 
Ellinger®) gelang es, aus Blut acetanilidvergifteter Katzen ge- 
ringe Mengen einer nicht sicher identifizierbaren Substanz zu er- 
halten, die nach ihm Phenyl-acetyl-hydroxylamin war. 

Da das N-Oxyd des Dimethylanilins verhiltnismiBig gut zu 
isolieren und nachzuweisen ist, und da iiltere Untersuchungen, 
vor allem von Hildebrandt®), mit der Méglichkeit rechnen lieBen, 
daB es aus Dimethylanilin im Kérper gebildet — vielleicht dann 
allerdings weiter zu o- und p-Dimethylaminophenol umgelagert 
wird —, habe ich vor allem versucht, Dimethylanilinoxyd im Ham 
von Hunden und Kaninchen, denen griéBere Mengen Dimethylanilin 
gegeben wurden, nachzuweisen. Bei einem Verfahren, mit dem 
ich in Vorversuchen aus normalem Hundeharn, dem Dimethyl- 
anilinoxyd zugesetzt war, die Base als Pikrat wieder abtrennen 
konnte, habe ich aber nach parenteraler wie nach peroraler Ver- 
abreichung von Dimethylanilin kein Dimethylanilinoxyd aus dem 
Harn der Versuchstiere erhalten. Daneben habe ich versucht, 
Dimethylanilinoxyd im Harn indirekt durch Reduktion zu Dimethyl- 
anilin und Abtrennung dieser Substanz als Pikrat aus dem Ather- 
extrakt nachzuweisen. Im Zusatzversuch gelingt so der Nachweis 
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‘auch kleiner Mengen. Im Harn der Versuchstiere wurde auch 
auf diese Weise kein positives Ergebnis erhalten. 


Da aufSerdem nach Verabreichung von Dimethylanilinoxyd 


' selbst, sogar nach Belastung bis zur starken Vergiftung der Ver- 
' suchshunde, nur ganz geringe Mengen der Verbindung unveriandert 
- ausgeschieden wurden — daneben auch nur Spuren von Dimethyl- 
anilin —, 80 fiihrten diese Versuche zu dem Ergebnis, dab das Amin- 
| oxyd beim Abbau des Dimethylanilins im Tierkérper, wenn iiber- 
'haupt, so héchstens als Zwischenprodukt und jedenfalls nicht als 
| Stoffwechselendprodukt auftritt. Die Verhaltnisse liegen also anders 
als beim Trimethyl- und Triithylamin, die vorwiegend als Amin- 
oxyde im Harn ausgeschieden werden. 


Weiter habe ich nun untersucht, welche Endprodukte im 


Harn nach Dimethylanilin- bzw. Dimethylanilinoxydgaben aus- 
' geschieden werden, um so festzustellen, ob beide in der gleichen 
Weise abgebaut werden, ob also wenigstens die Méglichkeit eines 


Abbaues tiber das Aminoxyd besteht. Die Angaben bei Hilde- 


 brandt [vgl. %)], nach denen aus beiden Verbindungen o- und p-Di- 
| methylaminophenol gebildet wird, sind nicht véllig iiberzeugend. 


Sie stiitzen sich auf Farbreaktioneu in den in Frage kommenden 


_ Fraktionen. Tatsichlich ist es, wie ich in Versuchen mit den 
'reinen Substanzen sah, nicht médglich, die verschiedenen Oxy- 
_ derivate des Anilins und Dimethylanilins mit Hilfe von Farbreak- 
'tionen sicher zu unterscheiden. p-Dimethylaminophenol, dessen 
' Vorhandensein Hildebrandt annahm, wenn die itherléslichen 
_ Substanzen mit Kisenchlorid Violettfairbung gaben, zeigt z.B. — im 
_ Gegensatz zu p-Aminophenol — diese Reaktion in der Kalte gar nicht. 


In Versuchen an Hunden, denen wieder iiber lingere Zeit 


_ Dimethylanilin bzw. Dimethylanilinoxyd subcutan gegeben wurde, 
' erwies sich nun, da aus beiden Substanzen o-Aminophenol ge- 
| bildet wird, das aus dem Harn nach Hydrolyse der gepaarten 
| Verbindungen und Atherextraktion bei sodaalkalischer Reaktion 


in gréBerer Menge als reines Oxalat abgetrennt und durch Analyse 
und Vergleich mit synthetischen Priparaten identifiziert wurde. 
Der Abbauweg beim Dimethylanilin scheint also im Tierkérper 


| der gleiche wie beim Dimethylanilinoxyd zu sein, kénnte also 
_ wohl tiber das N-Oxyd erfolgen. Der Abbau geht aber jedenfalls 
wesentlich weiter als zunichst angenommen wurde. 


DaB chemisch nahestehende Substanzen, p-Dimethylamino- 
henzaldehyd’) und ,,Benzbetain“$), im Saugetierorganismus entmethy- 
liert werden kénnen, ist bekannt. Ebenso wurde Entmethylierung 
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im Stoffwechsel bei Purinbasen®), beim Pyramidon?*) usw. beob. 
achtet. 

DaB aber aus Dimethylanilin o-Aminophenol gebildet wird, 
erschien zunichst iiberraschend: im Gegensatz zum Anilin selbst 
und zu vielen Anilinderivaten gilt Dimethylanilin nicht als in. 
direkter Methamoglobinbildner; nur Vittinghoff") gab einmal 
an, bei einer mit Dimethylanilin vergifteten Katze Methimoglobin 
im Blut gefunden zu haben; von spiteren Untersuchern wurde 
das nicht bestitigt [vgl. **°")). Nach der Heubnerschen Aut. 
fassung der Methimoglobinbildung beim Anilin und seinen Deri- 
vaten*) schien das Verhalten des Dimethylanilins erklarlich, so- 
lange man damit rechnete, dai aus ihm Dimethylaminophenol 
als Endprodukt gebildet wird, da ja diese Verbindung kein Chinon- 
imin geben kann. Nachdem sich jetzt zeigte, daB beim Dimethyl. 
anilin der Abbau zu o-Aminophenol fiihrt, das selbst ,,Methiimo- 
globinbildner“ ist und dem in Theorien iiber Methimoglobinbildung 
besondere Bedeutung zugeschrieben wird, war ganz unverstindlich, 
weshalb bei Dimethylanilinvergiftung keine Methimoglobinbildung 
auftreten sollte. 

Tatsichlich konnte ich im Blut der Hunde, die gréBere Mengen 
Dimethylanilin erhalten hatten, regelmiBig mehrere Tage Met- 
haimoglobin spektroskopisch nachweisen. Noch leichter gelang das 
bei Katzen. Nur bei Kaninchen, deren besondere Resistenz gegen- 
iiber Anilinderivaten bekannt ist, konnte nie Methimoglobin ge- 
funden werden. Untersuchungen iiber die Abbauprodukte Dei 
diesen sind noch nicht abgeschlossen. 


Versuche. 


A. Untersuchung auf Dimethylanilinoxydausscheidung nach Ver- 
abreichung von Dimethylanilinoxyd und Dimethylanilin. Das Verfahren, 
Dimethylanilinoxyd aus Harn abzutrennen, wurde fiir die Versuche A 1—6 
in Vorversuchen mit normalem Hundeharn ausgearbeitet, dem analysen- 
reines Dimethylanilinoxyd zugesetzt war [dargestellt nach Bamberger 
und Leyden '’)). 

Der Harn wurde, um etwa unverindert ausgeschiedenes oder aus dem 
Oxyd gebildetes Dimethylanilin zu beseitigen, bei sodaalkalischer Reaktion 
mit Ather extrahiert und der stets sehr geringe Riickstand des Atherextraktes 


*) Alle Anilinderivate, die im Kérper zu o- oder p-Aminophenol ab- 
gebaut werden, sind nach Heubner [vgl. *)] indirekte Methimoglobinbildner; 
sie werden nach seiner Auffassung weiter reversibel zu Chinoniminen oxy- 
diert, tiber die Sauerstoff zur Methiimoglobinbiidung auf Blutfarbstoff iiber- 
tragen wird. 
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' auf Dimethylanilin untersucht. Der ausgeitherte Harn, auf etwa */, ein- 


geengt, wurde mit Butylalkohol ausgezogen; der Butylalkoholauszug im 


- Vakuum zur Trockne eingeengt, mit wenig Wasser aufgenommen, und mit 
' kalt gesittigter wiBriger Pikrinsiurelésung versetzt: in den Vorversuchen 


fel hier schon fast analysenreines Dimethylanilinoxydpikrat, in den Haupt- 
yersuchen nach Verabreichung von Dimethylanilin und Dimethylanilinoxyd 


' an Hunde und Kaninchen vorwiegend Kreatinin-Kaliumpikrat. Pikrinsiure- 
| fillung und Filtrat wurden ins Chlorid verwandelt, die salzsauren Riick- 
 stinde mit Aceton aufgenommen, in dem sich praktisch nur das Dimethy]l- 
 anilinoxydchlorhydrat leicht lost. In den so erhaltenen Fraktionen wurde 


nach Abdampfen des Acetons im Vakuum, Aufnehmen mit wenig Wasser 


und Fillung mit Natriumpikrat wieder auf Dimethylanilinoxyd untersucht. 


1. Hund, 12,5 kg, erhilt innerhalb von 33 Stunden 2,5 g analysenreines 


Dimethylanilinoxyd (5,8 g mit Schwefelsiure neutralisiert in 100 cem Wasser) 
in Einzeldosen von 0,5 g subcutan. Urin, insgesamt 3350 ccm, wihrend des 
' Versuches tiefbraun, enthilt kein EiweiB und kein Methiimoglobin. Der 

Hund zeigt keine deutlichen Vergiftungserscheinungen. Aufarbeitung wie 


oben: kein Dimethylanilinoxyd. — 2. Der gleiche Hund erhilt nach 4 tigiger 
Pause nochmals Dimethylanilinoxyd, und zwar innerhalb von 8 Stunden 
2inal je 1 g und einmal 0,5 g subcutan. Nach 2'/, Stunden entwickelt sich 
das typische Vergiftungsbild (erst geringe Erregung und Dyspnoe, dann 
langsam zunehmende zentrale Liihmung). Nach 10 Stunden Exitus. 350 cem 


' stark nach Dimethylanilin riechender Harn. Schon aus dem Butylalkohol- 


extrakt fallt Dimethylanilinoxydpikrat (nach 1 maligem Umkrystallisieren 


| 95mg), das nach Reinigung iiber das Chlorid, Riickverwandlung und 2 maligem 


Umkrystallisieren analysenrein ist. Schmelzp. 135—136°; verl. 137—138°; 
Mischschmelzp. 186—137°. Gef. N 15,60; ber. N 15,31. — 3. In 2 Versuchen 
an Kaninchen gelang es auch nach starker Belastung mit Dimethylanilin- 
oxyd nicht, die Verbindung im Harn wieder nachzuweisen. Dagegen wurden 
veringe Mengen yon Dimethylanilin ausgeschieden, die aus dem 1. Ather- 
extrakt (vgl. oben) als Pikrat abgetrennt wurden. Schmelzp. 155°; verl. 157°. 
Gef. N 15,54; ber. N 16,01, — 4. Hund, 12 kg, innerhalb 48 Stunden 3,6 g 
Dimethylanilin (Dimethylanilin ,, Merck“, frei von Monomethylanilin und 
Anilin, in Oliven6l 1:5). Keine Vergiftungszeichen. Uringesamtmenge 3350 ccm, 
dunkelbraun. Enthilt kein Methimoglobin und kein Eiweib. Aufarbeitung 
wie oben: kein Dimethylanilinoxydpikrat. — 5. Hund, 11 kg, innerhalb von 
2Stunden 2 g Dimethylanilin wie oben in 2 Dosen zu 1g subcutan. Nach 
5 Stunden typisches Vergiftungsbild (Erbrechen, Dyspnoe, spiter Lihmung). 
Erholt sich nach 4 Tagen. Harn bereits am Versuchstage sehr dunkel, bleibt 
so bis zum 5. Tage. Gesamtmenge 1150 ccm. Aufarbeitung wie oben: kein 
Dimethylanilinoxydpikrat. Dagegen aus dem 1. Atherextrakt (iiber das Chlorid) 
Dimethylanilinpikrat (17,31 mg). Schmelzp.157°. Gef: N 15,53; ber. N 16,01.— 
6. Auch bei einem 4,5 kg schweren Kaninchen gelang es nach Verabreichung 
von 2,4 g reinem Dimethylanilin durch Magensonde nicht, Dimethylanilin- 
oxyd im Harn nachzuweisen. 


7. In Zusatzversuchen (Dimethylanilinoxyd zu normalem Hundeharn) 
zeigte sich, daB auch geringe Mengen Dimethylanilinoxyd sich nach Re- 
duktion als Dimethylanilin auf folgende Art nachweisen lassen: nach Ather- 
extraktion bei stark alkalischer Reaktion zur Beseitigung etwa vorhandenen 
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Dimethylanilins, wird der Harn mit Ferrosulfat im UberschuB versetzt unj 
1'/, Stunden auf 60—170° erhitzt, gekiihlt, von ungelésten Eisenhydroxyde 
und Ferrosulfat durch Filtration befreit, das jetzt gebildete Dimethylaniljz 
mit Ather bei stark alkalischer Reaktion extrahiert, dem Ather mit Sal. 
siure entzogen, aus der salzsauren Lésung nochmals durch Alkalizusatz jy 
Freiheit gesetzt, mit méglichst wenig Ather extrahiert und aus diesem fy. 
trakte mit gesittigter, itherischer Pikrinsiurelésung als Pikrat abgeschieden, 
Bei Zusatz von 0,1 g Dimethylanilinoxyd zu 500 cem normalem Harn wurde 
so 70°/, des theoretisch zu erwartenden Dimethylanilinpikrates erhalten, — 
Im Harn eines 23 kg schweren Hundes, der an 3 Tagen im ganzen 6¢ 
Dimethylanilin wie oben erhielt — (keine besonderen Vergiftung:. 
erscheinungen) — konnte so kein Dimethylanilinoxyd nachgewiesen werden, 


B. Untersuchung auf andere Abbauprodukte des Dimethylanilin 
und Dimethylanilinoxyds, Die zur Identifizierung der Amino- und Dj. 
methylaminophenole méglicherweise verwendbaren Farbreaktionen wurden 
an analysenreinen Priparaten der 8 isomeren Aminophenole (Schuchardt; 
und des p-Dimethylaminophenols (Frinkel und Landau) gepriift mit 
folgendem Ergebnis: 














o-Amino- m-Amino- | p-Amino- | p-Dimethyl- 
phenol phenol phenol aminophenol 
— gelb, 
1. Eisenchlorid **) Fungo braun-gelb | rot-violett |in der Warme 
rotlich 
2. Natriumhypo- blaB . rot, 
chlorid !%) rot-braun rot-braun violett rasch braun 
rot rot, lang- 
3. Bromwasser braun nelige> f ok, tecen! onek viele 
- — rot-braun | braun-gelb | braun-violett rot 
Fallung braun weiB, rasch braun 6 
5. Millon gelb 
Lésung | __rot-braun gelb violett violett 
6. a g 9 1 9 
7. GerngroB-Voss 
u. Herfeld*») + 0 ‘ ‘ 














Probe 1—5 erlauben keine sichere Unterscheidung der untersuchten 


Verbindungen, um so mehr, als auch die Qualitit der Farbténung stark von & 


der Konzentration der Lésungen abhiingt. Die Indophenolprobe kann bei 
der Identifizierung des p-Aminophenols von Wert sein, wenn man nach 
Hinsberg und Treupel [vgl. ™)] als positiv nur die Proben bezeichnet, 
die sich auf Zusatz von Ammoniak sofort tiefblau firben (eine langsam 
zunehmende Blaugriinfairbung tritt auch in konzentrierten Lésungen von 
p-Dimethylaminophenol auf). Die Reaktion von Gerngro8-Voss [vgl.") 
kann die Unterscheidung des o-Aminophenols erleichtern. Allerdings mui 
beriicksichtigt werden, daB im Harn normale Bestandteile (p-Kresol und 
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andere) ebenfalls diese empfindliche Reaktion geben. Geringe Verunreini- 
| gungen kénnen hier zu Irrtiimern fiibren. 


Aufarbeitung der Harne in den folgenden Versuchen: der frische 
Harn wurde im Vakuum bei etwa 40° zum Sirup eingeengt und mehrmals 


mit Methylalkohol aufgenommen. Die methylalkoholischen Ausziige wurden 


vereinigt, nach Abdampfen des Methylalkohols im Vakuum mit 12°), iger 


| Salzsiiure aufgenommen, 8 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht, und bei 
' stark saurer Reaktion (Auszug A), anschlieBend bei sodaalkalischer Reak- 


tion (Auszug B) mit Ather extrahiert. Aus den Ausziigen A, die vor 


' allem Benzoesiure, die aromatischen Oxysiuren usw. aufnehmen, konnten 

' keine Abbauprodukte der verabreichten Substanzen erhalten werden. Die 
Riickstinde der Ausziige B gaben stets alle Farbreaktionen des o-Amino- 

| phenols, — nie eine sicher positive Indophenolprobe. Sie wurden auf 


| o-Aminophenol aufgearbeitet. 


1. Hund, 11 kg, an 5 Tagen im ganzen 5,4 g Dimethylanilin wie oben. 


(Das Dimethylanilin wurde von uns und von der Firma E. Merck auf 


Reinheit besonders untersucht: Es enthielt kein Anilin). Keine stirkeren 


Vergiftungserscheinungen. 
Auszug B (vgl. 0.): etwa °/, des Extraktes werden fiir Vorversuche und 


' Untersuchungen mit Farbreaktionen verbraucht. Etwa '/, des Extraktes 


im Vakuum eingeengt: aus dem 6ligen Riickstand reichlich Krystalle, die 


| sich an der Luft rasch schwarz fiirben und sich in heiBem Ligroin lésen. 
| Nach Aufnehmen in heiBem Ligroin beim Abkihlen etwa 30 mg ganz 
leicht schwiérzliche Krystalle, die alle Farbreaktionen des o-Aminophenols 
geben, aber nicht rein sind. (145—150° Zers.). Die Mutterlauge dieser 
| Krystalle nach Abdampfen des Ligroins und Aufnehmen in wasserfreiem 


Ather gibt bei vorsichtigem Zusatz einer Lisung von 2 g wasserfreier 
Oxalsiure in 100 cem wasserfreiem Ather eine voluminése krystalline 


 Fillung, die sich nach 2 maligem Umkrystallisieren aus Methylalkohol als 


analysenreines, neutrales Oxalat des o-Aminophenols erweist. Schmelz- 
punkt 255—260° Dunkelbraunfirbung, 273—275° Schmelzen unter Zers.*). 

4,178 mg Subst.: 8,295 mg CO,, 2,030 mg H,O. — 4,734 mg Subst. 
0,3606 cem N, (21°, 761 mm). — 2,954 mg Subst.: N-CH,-Bestimmung voll- 
kommen negativ. 

C,,H,,N.0, (308,14) Ber. C 54,52 H5,23 N 9,09 
Gef. ,, 54,15 ,, 5,44 ,, 8,86. 

2. Hund, 23 kg, an 4 Tagen im Ganzen 5,5 g analysenreines Di- 
methylanilinoxyd. Keine stirkere Vergiftung. Im ganzen 4000 cem tief- 
brauner Harn (kein EiweiB, kein Methimoglobin). 

Auszug B: Gibt alle Farbreaktionen des o-Aminophenols. Im Vakuum 
eingeengt und mit wasserfreiem Ather aufgenommen, mit itherischer Oxal- 
siurelésung wie oben gefillt: krystalline Fallung, die einmal aus Methyl- 


*) Reines, neutrales o-Aminophenoloxalat (Gef. N 8,78°/,), hergestellt 
aus Schuchardts o-Aminophenol, verhilt sich genau so; ebenso ein 
Gemisch beider Substanzen. 

Neutrales p-Aminophenoloxalat (Gef. N 9,41°/,), Schmelzp. 195° zu- 
uehmende Violettfirbung, 205—208° Zers. unter Aufschiiumen. 

Neutrales m-Aminophenoloxalat (Gef. N 9,02°/), Schmelzp. 163—165° 
rote Schmelze, 170—171° Aufschiiumen. 
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alkohol umkrystallisiert, sich als reines, neutrales o-Aminophenoloxala 
erweist. 

Schmelzp. 259° Braunfirbung, 270° Trépfchenbildung, 275° Zers, 
unter Aufschiumen. 


2,970 mg Subst.: 5,910 mg CO,, 1,420 mg H,O. — 5,133 mg Subst. 
0,3842 ccm N, (16°, 762 mm). 

C,,H,,.N,O, (308,14) Ber. C 54,52 H5,23 N 9,09 
Gef. ,, 54,27 ,, 5,35 ,, 8,86. 

C. Untersuchung auf Methamoglobinbildung. Als Beispiel werdey 
folgende Versuche angefiihrt: Hund, 11,25 kg, 1,5 g Dimethylanilin wie 
oben auf einmal subcutan. Im Blut vor der Injektion reines Oxyhiimo. 
globinspektrum. 9 Stunden nachher ist das Blut braunrot und zeigt Met 
himoglobinspektrum. — Katze, 3,3kg, 1,0g Dimethylanilin wie oben subcutan, 
Blutentnahme vor Injektion: reines Oxyhimoglobinspektrum; Blutentnahme 
9 Stunden nachher: braunrote Farbe, deutlicher Geruch nach Dimethyl. 
anilin, ausgesprochenes Methimoglobinspektrum. 


Zusammenfassung. 


Nach Verabreichung von Dimethylanilin wird bei Hundex 
kein Dimethylanilinoxyd im Harn ausgeschieden. 

Sowohl Dimethylanilin wie Dimethylanilinoxyd werden in 
Siugetierorganismus mindestens bis zum o-Aminophenol abgebaut. 

Dimethylanilinvergiftung fiihrt zu Methimoglobinbildung. 

Ks werden Verfahren zum Nachweis von Dimethylanilinoxyd 
und Aminophenolen besprochen. 
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Beitrige zur Embryochemie der Cephalopoden. 
Von 
Tatsumi Kamachi. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét zu Nagasaki.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1935.) 


Die winzig kleinen Kier des Menschen und der Siugetiere 


‘kénnen aus leicht ersichtlichen Griinden kaum Gegenstand einer 
exakten Untersuchung werden. Wir haben also seit Jahren im 
hiesigen Institute vornehmlich die Kier von Végeln, Amphibien, 
‘Reptilien und Gastropoden chemisch untersucht. Diejenigen Kier, 
‘welche auBerhalb des miitterlichen Organismus sich entwickeln, 
'miissen entweder alle Elemente des jungen Tieres enthalten, oder sie 
‘brauchen von auBen eine Stoffzufuhr. Man darf wohl annehmen, daB 
‘die Ursache der Verschiedenheiten der im Organismus jeder ein- 
_zelnen Tierspezies ablaufenden chemischen Erscheinungen wenigstens 
mm Teil schon auf die friihere Eizeit zuriickzufiihren ist. 


Von diesem Gesichtspunkt aus schien es mir interessant, die 


'chemische Zusammensetzung der Kier der verschiedenen ‘Tier- 
'spezies vergleichend zu betrachten, um dadurch die natiirlichen 
_ Verwandtschaftsverhiltnisse der Tiere zu ermitteln. 


Kiner Aufforderung von Herrn Prof. Tomita folgend, habe 


| ich die bisher kaum beriicksichtigte chemische Zusammensetzung 
und die fermentative Wirkung der bebriiteten Kier des japanischen 
_ Lanzenkalmars (Loligo bleekeri Kefirstein?) untersucht. 


Der japanische Lanzenkalmar kommt in den japanischen 


Kiistengegenden vor. In finsteren Niichten des Friihjahrs kann 


man das befruchtete Weibchen einfangen. Durch besonders gliick- 
lichen Zufall konnte ich letzten Februar iiber 1000 befruchtete 
Weibchen des Lanzenkalmars von der Setokiiste in der Prifektur 
Nagasaki lebend bekommen. Die Tiere wurden schnell in Wasser- 
stuben gesetzt, worin viele Holzplatten (15 cm x 5 cm) schwammen. 
Auf diese legten die Tiere ihre Kier ab, man notierte das Datum 
daran und diese Platten wurden dann in andere Wasserstuben 
gesetzt und zur weiteren Bebriitung aufbewahrt. 

Die Kier des japanischen Lanzenkalmars sind wie die der 
anderen KopffiiBer durch ihren ungeheuren Dotterreichtum wesent- 
lic charakterisiert. Fast immer legen sich 40 Kier eng aneinander 





_ee 





i 
tt 
i 
i 





; 
i 
j 
# 


92 Tatsumi Kamachi, 


und platten sich gegenseitig ab. Sie sind von einer gemeinsamey 
gallertigen Hille umgeben und bilden einen strangartigen Hisack 


Etwa 10 solcher Sicke klebten an einer Holzplatte fest. Ay 
11. Bebriitungstage bemerkten wir an beiden Seiten des Dotter , 


purpurrote punktahnliche Augen, am 18. Bebriitungstage bildete 
sich der Kopf. 


Zu meinen Untersuchungen verwendete ich die Kier von 2 ver. & 


schiedenen Entwicklungsstadien, nimlich 1—5 und 16—18 Tage 
alte Hier. 
Experimentelle Belege. 


1. Nahrstoffverteilung im Embryo (oder Dotter) und Gallert. Mi 
der fortschreitenden Entwicklung des Eies nimmt das Gewicht 
des Embryos zu, waihrend das Gewicht des Gallerts abnimmt, 
Das Gewicht des Embryos und Gallerts ist hauptsichlich von 
dem Wassergehalt abhingig. Auf 1000 Embryonen (oder Dotter) 
und 100 Gallerte berechnet, verteilen sich die Nihrstoffe im 
Embryo (oder Dotter) und im Gallert, wie sie in Tab. I und II 


angegeben sind. Tabelle L 




































































cn #25 

we &iS6Sa] Trocken- Organische | Anorgan. 

5S SIE" F)  sub Sub Sub ss aoa 

BSasle, bP] substanz ubstanz ubstanz 

Beh ic oo 

Be |o°R anes a 

ea ie £ eR g lo g | “lo S | ‘lo 4 | “lo 

1—5 7,2 | 1,8641 | 25,8 | 1,6953 | 23,5 | 0,1688 | 2,3 | 5,8369 | 74,1 

16—18 | 32,5 | 2,8894 | 8,7 | 1,8528 | 5,7 | 0,9866 | 3,0 | 29,6606 | 91,2 
Tabelle II. 

wD se2 acta 

te s/SoS#] Trocken- Organische Anorgan. 

Se alc" 2 Wasser 

Balen substanz | Substanz Substanz 

EEA SoS 

ao. | - —- 

— i g g lo g | % g lo gS lo 

i—5 | 135,7 | 7,3189 | 5,3 | 2,6853 | 1,9 | 4,6336 | 3,4 | 128,8811] 94,6 

16—18 | 59,6 | 1,9944 | 3,3 | 0,7196 | 1,2 | 1,2748 | 2,1 | 57,6056] 96,6 




















2. Uber das Verhalten der anorganischen Bestandteile bei der 
Bebriitung des Eies. Bei den Untersuchungen im hiesigen Institut 
wurde bei Hihner-'), Reptilien-*) und Gastropodeneiern’) eine 
betrichtliche Vermehrung des Kalks in dem letzten Entwicklungs- 
stadium festgestellt, wahrend bei Amphibieneiern*) der Kalkgehalt 
am gréSten im mittleren Entwicklungsstadium ist. 


dauer 
in Tagen 
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Um einen Beitrag zur Kenntnis des Mineralstoffwechsels des 
sich entwickelnden Embryos zu liefern, habe ich im AnschluB an 


‘die bereits erwihnten Beobachtungen bei Vogel-, Reptilien-, 


Amphibien- und Gastropodeneiern den Versuch unternommen, die 


‘anorganischen Bestandteile in zwei verschiedenen Entwicklungs- 
' stadien des Cephalopodeneies zu verfolgen. Dabei wurden Embryo 
“Ef (Dotter) und Gallerte getrennt und jedes fir sich besonders bearbeitet. 


Die quantitative Zusammensetzung der einzelnen Mineral- 


 bestandteile laBt sich in Tab. III und IV iibersehen. 


Tabelle III. Embryo (oder Dotter). 





—5 | 13% Dy 7,3189|4,6336| Spur | Spur |0,1757/0,3178 | 9, on 2,1884| 
6-18] 59,6) 1,9944 1,2748, Spur | Spur | 





Gehalt von 1000 Embryonen (oder Dottern) an 









































el4eia dls o | 
su) 80/3 s| 8 P.O | 
fe (26/32 | 2 ue | a0 | MgO | $0, | Cl | Cu | FL. 
_ ois s 
soe 5 > org. |anorg. | | 
Bese ae Se a Se Se ae Se | s 
n—5 | 7,2 |1,8641/0,1688 | 0,0058| 0,0322/0,0136|0,0119 0,0039|0,0445,0, 0191/0, 0443 
b 18} 32,5 | 2.8394 | 0,9866 | 0,0097 | 0,0308 | 0,0557 | 0,0655 |0,0589|0,4548 0,0288|0,0749 


| Tabelle IV. 100 Gallerte. 
0,0946 9, 8920 











Aus den Tab. II—IV ersieht man eine betrichtliche Ver- 
mehrung von Ca, Mg, SO, und Cl in dem spateren Entwicklungs- 


| stadium des Embryos, wihrend im Gallert diese Stoffe abnehmen, 


was darauf hindeutet, daB der Gallert zum Aufbau des Embryos 


| teilweise verwendet wird. Der gréBte Teil der Aschen besteht 


aus Chlorid, wahrscheinlich aus Kochsalz. Damit werden die 
besten Bedingungen zur Anpassung des Embryos an das umgebende 
Medium erzielt. 


3. Wher das Verhalten des im Cephalopodenei vorhandenen Rest- 
stickstoffes bei der Entwicklung. Die in den friiheren Abhandlungen °) 
mitgeteilten an Hiihner-, Reptilien-, Amphibien- und Gastropoden- 
eiern gewonnenen Erfahrungen iiber das Verhalten der Stickstoff- 
formen bei der Entwicklung werden im folgenden auf Cephalo- 
podeneier angewandt. 

Um die Mengenverhiltnisse der Reststickstofformen gegeniiber 
dem Gesamtstickstoff zu finden, habe ich zuerst die Gesamtstickstoff- 
menge des Embryos (oder Dotters) und des Gallerts auf bekannte 
Weise ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. V verzeichnet. 
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Tabelle V. 








— 

















Gewicht i 
Be- Gewicht 
brétungs- > lee Gesamt-N der 100 Gesamt-N 
dauer |(oder Dotter)} ——__—___—_| Sallerte} oo 
in Tagen g gs a *lo g g | le 
1—5 0,72 0,0256 | 3,55 135,7 0,1960 014 
16—18 3,25 0,0219 | 0,67 59,6 0,0840 | 0,14 














Zur Bestimmung des Reststickstoffs der Embryonen verwendete ich 4); 
Untersuchungsmaterial 6302 junge und 3045 reife Eier. Zur Reststickstof. 
ermittlung des Gallerts wurden 184 junge und 1310 reife Kier gebraucht, 
Embryo (oder Dotter) und Gallert wurden zunichst bis zur Koagulation 
erhitzt. Die zuriickbleibenden Eiwei8kérper wurden mittels der Tannin. 
methode beseitigt. Die enteiweiBte Lésung wurde nun in einen 250 cem 
groBen Kolben iibergefiihrt und aufgefiillt. Mit ihr wurde folgendes ausgefiihrt: 


1. In 10 cem dieser Lésung ermittelten wir den Stickstoff nach 
Kjeldahl und bezeichneten ihn als Gesamtreststickstoff. 
2. In 2cem der Lésung wurde der Aminostickstoff nach van Slyke 


bestimmt. 


8. Zu 200 cem der Lésung wurde so viel Schwefelsiure hinzugefiigt, 
bis die Flissigkeit 5°/, davon aufwies; dann wurde mit Phosphor—Wolfran- 
siure gefallt. Den Stickstoffgehalt in dem Phosphor-Wolframsiureniederschlag 
bestimmten wir nach Kjeldahl. 


Die Ergebnisse sind auf 1000 Kier berechnet worden und 
in Tab. VI und VII zusammengestellt. 


Tabelle VI. 
































Bebriitungs- Gewicht der — Amino-N Rest-N von 
tc 1000 Embryo- = “— nach PWS-fiill- 
i nen (od. Dotter) eat-t van Slyke barer Natur 
in Tagen g e 8 : 8g 
1—5 7,2 0,0155 0,0069 0,0041 
16—18 32,5 0,0229 0,0112 0,0057 
Tabelle VII. 
Bebriitungs- | Gewicht der Gesamt- Amino-N Rest-N von 
dauer 000 Gall Rest-N nach PWS-fiil- 
; . _ sail van Slyke barer Natur 
in Tagen g g g g 
1—5 1357,0 0,0380 0,0140 0,0070 
16—18 596,0 0,0060 0,0020 0,0010 














Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich, daB die Rest- 
stickstofformen im Embryo (oder Dotter) sich im letzten Ent- 
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| wicklungsstadium vermehren, wahrend dieselben im Gallerte bei 
der Bebriitung eine Abnahme erfahren. 


4, Uber Fermente im Cephalopodenei. Was nun die Fermente 


im betriiteten Ei betrifft, so haben viele Forscher das Hiihnerei 
‘mm Studium gewahlt. Im Amphibienei haben Herlitzka%, 


Takahashi’) und Takamatsu) die Fermentwirkung untersucht. 
Sagara’) hat die Fermente im Reptilienei untersucht. Sie kamen 


'm dem SchluB, daB die Quantitaten der Fermente in den ver- 
schiedenen Entwicklungsstadien und ihre Lokalisation bei ver- 
schiedenen Tierarten sich sehr ahnlich verhalten. 


Um die Untersuchungen iiber Fermentwirkung bei den sich 
g g 


'entwickelnden Hiern zu erginzen und ferner das Verhalten bei 
 Vogel-, Reptilien-, Amphibien- und Cephalopodeneiern miteinander 
‘zu vergleichen, habe ich das Studium der Fermente im Cephal- 
| podenei aufgenommen. Dabei diente als Untersuchungsmaterial 
' das Ei des japanischen Lanzenkalmars, und zwar das der friiheren 
'und spiteren Periode der Bebriitung. Wegen Mangel an Material 
‘habe ich das ganze Ki, also Embryo (oder Dotter) und Gallerte 
‘nicht getrennt, zur Untersuchung benutzt. Unter den mannigfachen 
Fermenten untersuchten wir auf Amylase, Esterase, Nuclease, Argi- 
nase, Urease, Phosphatase, Sulfatase und proteolytische Fermente. 


Im Ei der 1—5 tiagigen Bebriitung sind Amylase, Esterase, 


Tributyrinase, Nuclease, Glycerophosphatase und Urease nach- 


weisbar. In der letzten Periode der EKibebriitung werden die 


_ Wirkungen der Amylase, Nuclease und Urease stiirker. AuBerdem 
' aeigt sich eine schwache Wirkung von Arginase, Naphthalin- 
_ sulfatase und Protease in der letzten Bebriitungsperiode. Man kann 
_ also sagen, daB sich die Fermentwirkungen im Cephalopodenei 
' ihnlich verhalten wie die im Vogel-, Reptilien- und Amphibienei. 
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Uber den Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel egen 


bei der Bebriitung des Hynobiuseies. | cS 
pine e 


che I 
sthalt 
ks W 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultiit zu Nagasaki.) nters 

(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1935.) 





Von 
Makoto Takamatsu. 


ntwi1c 
Woe 


Bataillon und Couvreur!) zeigten, daB der Gehalt an 
Glykogen wihrend der Metamorphose des Seidenspinners wesent- 
liche Anderungen erfibrt. Viele Tatsachen diirften geniigen, um 
zu zeigen, daf der Kohlenhydratstoffwechsel niedriger Lebewesen 
weitgehende Analogien mit demjenigen der héchstorganisierten 
Tiere bietet, und daB hier wie dort Kohlenhydratreserven zum Teil 
in besonderen Organen in Form yon Glykogen oder einer ihm 
nahe verwandten Substanz deponiert werden, um in Bedarfsfallen 
als Energiequelle zu dienen. 

Was nun den Glykogenstoffwechsel bei dey Kientwicklung 
betrifft, so wurden ausfiihrliche Untersuchungen von Tichomiroff?) 
an Bombyxeiern und von Idzumi'’), Murray‘), Kataoka ) ang 
Hiihnereiern und von Kataoka und Tsunoo®)an Riesensalamander-§ Bebri 











1, 
tynob 
ie Dot 
esaugt 
retrock 
ekocht 
die du 
rmittel 





eiern ausgefihrt. _ da 
Demgegeniiber haben T'ang] und Farkas’) durch ihre calovi- wii 
metrischen Untersuchungen festgestellt, daB die zur Entwicklungs- = 
arbeit im Hiihnerei nétige Energie hauptsichlich aus dem chemi- 1- 
schen Energievorrat des EKifettes geschépft wird und da8 in dex 4 
Anfangsstadien der Embryogenese zur Entwicklung der lebenden 
embryonalen Substanz die Umwandlung einer gréferen Menge V 
chemischer Energie erforderlich ist, als zur Entwicklung derselben §\ermi 
Substanzmenge in den reiferen Stadien. 9 


Uber das Verhalten der Fette bei der Bebriitung von Hiihner-, le 
Meerschildkréten- und Riesensalamandereiern haben schon Kara-§,,. g, 
shima§’), Kusui®), Kataoka und Takahashi’) im _hiesigenfther 
Institute Untersuchungen angestellt. ‘strahi 


Hop 
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Im AnschluB an diese Beobachtungen habe ich den Versuch 
sternommen, das Verhalten des Glykogens von _ bebriiteten 
fynobiuseiern zu untersuchen, und auch ein iibersichtliches Bild 
in der relativen Menge des Fettes und des Cholesterins in 
sen Kiern zu gewinnen. 


Hynobius kommen in Japan reichlich vor. Der in hiesiger 
egend einheimische Hynobius nebulosus legt seine Hier ganz 
rih im Jahre ab. Der Eisack hat eine etwa 20—30 cm lange 
pindelférmige uiuBere Generalhiille, in der die durch die eigent- 
che Kapsel geschiitzten Kier — etwa 80—150 an der Zahl — 
nthalten sind. Die Jungen schliipfen je nach der Temperatur 
ks Wassers nach Verlauf von 5—6 Wochen aus. Zu meinen 
ntersuchungen verwendete ich die Kier von drei verschiedenen 
ntwicklungsstadien, niimlich im Alter von 1—2 Wochen, 3 bis 
Wochen und 5—6 Wochen. 


asaki.) 















It an 
esent. Experimentelle Belege. 


n, umm 1. Uber das Verhalten des Glykogens bei der Bebritung des 
wesenmmynobius nebulosus-Eies. Um das Glykogen zu isolieren, wurden zunichst 
iertenigie Dotter oder Embryonen mit Alkohol durchgerihrt, am niehsten Tage ab- 
n Teil saugt, dann mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. Die weiBe 

: erocknete Masse wurde darauf mit 60°/,iger Kalilauge 2 Stunden lang 
* ihmfiocht und weiter nach Angabe von Pfliger auf Glykogen verarbeitet. 
fillenfie durch Siiurehydrolyse abgespaltene Glucose wurde nach Bertrand 
rmittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. I angegeben. 


klung Tabelle L 


ro ff? 

















») ang G en Gehalt von 2000 Embryoen 
| - Bohrii . esamtgewicnt = Dottern) an 
nder- Bi — von 2000 Embryonen|-——— “~ en — 
alori- in Wocnen Trockensubstanz ‘Teaabaneaeliee 
un gs- : —————== a 2 Se a = waren arrester a = 
1em1- 1—2 43,8 4,4 | 0,2941 
den 3—4 43, 4 4,8 | 0,1845 
ang 5—6 34,3 4,5 | 0,1336 
ndeu 
lenge Vergleicht man die Zahlen miteinander, so findet man eine 


lben#’erminderung des Glykogens in dem spiteren Stadium. 


ner. 2: Menge und Eigenschaften der Fettsubstanzen des Hynobius- 
| ‘Hes. Zur Isolierung der Fettsubstanzen wurden die Embryonen (oder Dotter) 
ara-Bon Gallerte und Penvitellinfliissigkeit getrennt und dann mit Alkohol und 
sige Bther erschépfend extrahiert. Die Mengen der in verschiedenen Fraktionen 
‘itrahierten Fettsubstanzen wurden in Tab. II zusammengestellt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XVIII, 7 
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Tabelle IL. 
| Gehalt von 2000 Embryonen (oder Dottern) an 
| Bebriitungs- Gesamt- | alkoholldsl.- | alkohollésl.- | alkoholuniés}. 
. dauer fettsubstanz itherloésl. iitherunlésl. Aitherlés], 
in Wochen | Fraktion Fraktion | Fraktion 
a a. ae i a ee ee 
1—2 2,12 2.09 Spur Spur 
g—4 1,98 1,95 ‘ 0,01 
5—6 1,58 1,46 : Spur 





Der gréBte Teil der Fettsubstanz der bebriiteten Eier wurd: 
in der in Alkohol und Ather léslichen Fraktion gefunden. |; 
fallt auf, daB im Spitstadium der Eientwicklung eine Abnahne 


der Fettsubstanzen erfolgt. 


ester. 


3. Der Gehalt des Hynobiuseies an Cholesterin und Cholesterin. 
Zur Isolierung und Bestimmung des Cholesterins und des Chile. 
sterinesters wurde die alkohollésl.-iitherlésliche Fraktion der Fettstoffe benutzt 
und auf freies und gebundenes Cholesterin nach der Digitoninmethode ver. 





arbeitet. Die Resultate sind in Tab. III verzeichnet. 
Tabelle ILL 
Gehalt von 2000 Embryonen (oder Dottern) an 
Bebriitungs- ollical - _ | | 
dauer alkohollosl. freiem | Cholesterin- | Gesamt- 
in Wochen atherioal. Cholesterin | ester Cholesterin 
Fettstoff ‘ 
5 | a a a a 
1—2 2.09 0,0495 0,0161 0,0656 
3—4 1,95 0,0600 0,0281 0,0881 
5—6 1,46 0.0525 0,0112 0,0637 
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Kalk- und Magnesiumgehalt 
im Fleisch der verschiedenen Tiere. 


Von 


Makoto Takamatsu. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit zu Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1935.) 


Die mineralischen Bestandteile in dem Muskelgewebe spielen 


‘natiirlich eine groBe Rolle bei der Muskeltiitigkeit; sie sind neben 
'einigen anderen Elementen als absolut unentbehrlich zu bezeichnen. 
‘Nach Takahashis!) Analysen enthielten die Muskeln des 
| Riesensalamanders, des Hummers und der Schnecke groBe Mengen 
‘yon Phosphaten. In den Natter-, Riesensalamander-, Schnecken- 
‘und Krabbenmuskeln findet man auch einen verhiltnismibig groBen 


‘Gehalt von Sulfaten. Ankniipfend an diese Arbeit habe ich nun 
‘den Kalk- und Magnesiumgehalt der Muskeln verschiedener Tiere 
Funtersucht. Als Material wurde aus jeder Tierklasse die am besten 
}zugingliche Art ausgewihlt. 


Das Fleisch wurde stets in ganz frischem Zustand verarbeitet. Die 


/mit bloBem Auge sichtbaren BlutgefiiBe, Sehnen, Nerven und das Fett 
‘wurden sorgfiltig abpripariert und das so gereinigte Fleisch nach Zer- 
_kleinerung im Trockenschrank allmiihlich getrocknet, im Exsiccator zu kon- 
| stantem Gewicht gebracht, dann in einem Porzellantiegel sorgfiltig verkohlt 
‘und verascht. Die dann in verdiinnter Salzsiiure geléste Asche wurde 
| durch Hinzugeben von Wasser auf ein bestimmtes Volumen gebracht und 
ein aliquoter Teil davon zur Bestimmung der alkalischen Erden verwendet. 
| Der Kalk wurde als oxalsaurer Kalk gefillt, durch starkes Gliihen in Atz- 


Kalk iiberfiihrt und dann gewogen. Aus der vom Calciumoxalat abfiltrierten 


Lisung faillt man das Magnesium durch Ubersittigung mit Atzammoniak 


als phosphorsaure Ammonmagnesia aus, verwandelt diese auf iibliche Weise 
durch Glithen in pyrophosphorsaure Magnesia und rechnet um. 


Meine Befunde sind kurz in der Tabelle zusammengestellt. 
Aus ihr geht hervor, daB die Kalkmenge in den Muskeln 
der Nattern, Schnecken, Muscheln und Krabben sehr groB ist. 


) Takahashi, J. of Biochem. 23 (1935). 
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Auffallend ist der hohe Gehalt an Magnesia im Nattern- wf 
Schneckenmuskel. Interessanterweise benutzt man in Japan dof 


Natternmuskel oft als Stiirkungsmittel; er hat einen hohen Geh;} 
an Sulfat, Kalk und Magnesia. 
































Bestandteile, berechnet als Oxyde ji 
Tinsestem auf 100 Teile frisches | auf 100 Teile trocknes 
Fleisch | Fleisch 
a CaO | MgO | CaO | Mg yj 
I. Vertebrata. 
a) Siiugetiere: | 
| ee 0,0437 0,2019 0,1977 |  0,9133 
ar 0,0209 00853 | 00,1312 0,5358 
Kaninchen. .. . 0,0303 0,1252 | 00,1432 | 0,5905 
Walfisch .... 0,0278 0,1072 0,1041 | 0,4083 
Schwein. .... 0,0251 0,0544 0,1655 | 0,3588 
b) Vogel: | 
MM 4 6 es 0,0216 0,1808 0,0940 | 0,5968 
Wildente .... 0,0229 0,0250 0,08387 | 0,0916 
ce) Reptilien: | 
MOMs. & 4S wx 0,3171 0,6398 12524 | 2,268 
d) Amphibien: | 
a 0,0196 0,0675 0,1048 | 0,3605 
e) Fische: | 
Karpfen. .... 0,0368 0,0707 0.2297 | 0,4414 
Meerbrasse. . . . 0,0139 0,0952, | 0,0796 | 00,5573 
Haifisch. ... . 0,0325 00762 | = 0,1592 | 0,873 
Pfeilschwanz. . . 0,0279 0,0657 | 0,1487 | 0,3498 
Flachfisch . . . . 0,0242 0,0850 | 00,1424 | 0,5002 
II. Mollusca. 
Ootepus..... 00346 0,1911 | 0,1683 0,5297 
Haliotus. . ... 0,0283 0,0855 0.1079 | 0,8259 
Schnecke ... . 0,1958 04105 | 1,5202 | = 2,7675 
Venusmuschel . . 0,1679 0,0856 | 00,7819 | 0,3988 
Ill. Arthropoda. 
Hummer. .... 0,0378 0,0360 0,1518 | 0,1445 
Krabbe... . . 0,1750 0.1946 | 08424 | 0,9368 
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Zur Chemie der Fliegenlarven. 
Von 
Masaji Tomita und Teki Kumon. 


(Ans dem Physiologisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultaét in Nagasaki.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1935.) 


Werden Abfallstoffe in Faulkammern den Bakterien und 
Kleintierchen zum Abbau iiberlassen, so wird alles Abbautahige 
heseitigt und dadurch die Klaérung vollzogen. Diese Titigkeit ver- 


‘ursacht zunichst die Zersetzung der organischen Substanzen, 
‘fener die Oxydierung der Zersetzungsprodukte. Der Chemismus 
‘des biclogischen Klarverfahrens kann erst durch genaue Kenntnis 
| der chemischen Vorgiinge der in den Abfallstoffen wachsenden Orga- 
| nismen, und zwar auf Grund ihrer Fermentwirkung, erklirt werden. 


Darum untersuchten wir auf dem bisher kaum erforschten 


'Gebiete die Kérperbestandteile und Fermentwirkungen der Larven 
von Fleischfliegen (Sarcophaga carnaria), die sich in Abfallstoffen 
| besonders rege entwickeln. 


1. Anorganische Stoffe. 


i900 Larven von Fleischfliegen, die aus Abfallstoffen isoliert, 29,25 g 


| wogen, wurden zur Bestimmung der festen Stoffe zum vélligen Trocknen 
' gebracht, dann verascht. Die gegenseitigen Mengenverhiiltnisse der wasser- 


lislichen und wasserunloéslichen Aschenbestandteile wurden in der iiblichen 


| Weise festgestellt. Die Alkalien, Erdalkalien und die Schwefelsiure wurden 
_ gravimetrisch bestimmt, die Phosphorsiiure als Ammoniummagnesiumphos- 


phat gefillt, in das Phosphorsiuremolybdat iiberfiihrt und nach Neumann 
titrimetrisch ermittelt. Chlor wurde nach Volhard und die Kieselsiure 
nach Gonnermann bestimmt. 

Die Befunde sind in den Tab. I und II verzeichnet. 





Tabelle LI. 








Menge des verwendeten Materials 29.95 ¢ Py 
(1900 Larven) — do 
WOES. 6 eR me ke es 22,5372 g 77,05 
Trockensubstanz. . ..... . 6,7128 ,, 22,95 
Organische Stoffe ....... 6,2256 ,, 21,28 
Anorganische Stoffe ...... 0,4872 ,, 1,66 
davon H,O-léslich . . . . ... 0,3510 ,, 1,20 
dayon H,O-unléslich . . . 1... 0,1362 ,, 0,46 
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Tabelle II. 

Kinzelne Aschenmenge 
Mineralstofte ' sohicpalitare aaa sntaiaialaaaaain 
in Gesamtasche ” | Prozentgehalt 

(0,4872 g) 8 in Gesamtasche 
BO. 2a. . 0,0701 | 11,93 
| 0,2316 | 39,41 
\ | 0,0435 | 7,40 
MgO .... 0,0258 4,39 
ae 0,1831 22.65 
ee yc 0,0154 | 2,62 
eee 0,0567 9,65 
a 0,0114 | 1,94 





Wie die Tabelle zeigt, enthalten die anorganischen Salze de 
oY oD 


Fliegenlarven hauptsichlich Natriumphosphat. 


2. Proteinstoffe. 


100 g Larven wurden mit Schwefelsiure, 200 g mit Salzsiiure hydy 
lysiert. Das Schwefelsiiurehydrolysat wurde nach Kossel und Kutsche 


auf Hexonbasen verarbeitet. Aus dem Salzsiiurehydrolysat wurden Mou.fh 
aminosiuren nach der Fischerschen Estermethode isoliert. Die Trennufh 
der einzelnen Monoaminosiiuren der I, Ll. und III. Esterfraktion wuril® 


hierbei unterlassen. Nach der Salzsiurehydrolyse blieben 1,2 ¢ feste Sub: 


stanz zuriick, die sowohl von Siiuren als auch von Alkalien nicht wf 
gegriften worden war. In organischen Solventien ist sie ebenfalls unlislict, 


Sie enthilt 2,15°/, N. 


Die Resultate unserer Untersuchungen sind in Tab. III zusammea 











gestellt. 
Tabelle OL 
Aminosiiuren Menge in °/, 
RN Aire fe ag ke Gee Son: a 0,149 
CE ee ee eee 0,543 
ee a ee 0,438 
ES ee ae 1,845 
ae 2,248 
Glutaminsiure . . ...... 0,088 
Aminosiiuregemisch : 
I. Esterfraktion . . ..... 0,425 
Il. ‘ ee 5,350 
Il. - rr ee ee ae 1,075 


3. Fermentwirkung. 


Von physiologischen Gesichtspunkten aus war es_hoch-f 
interessant zu entscheiden, welche Fermente in den Fliegenlarvef 
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enthalten sind und wie sich ihre Wirkung vollzieht. Zu diesem 
qwecke haben wir die Larven der Fleischfliegen auf Amylase, 
Inulase, Saccharase, Lactase, Maltase, Cellulase, glykolytisches 
Ferment, Lipase, Lecithinase, Protease, T'yrosinase, Arginase, Des- 
amidase, Urease, Phosphatase und Seidenfibroinase untersucht. 


Die Larven wurden nach griindlichem Auswaschen im MoOrser zer- 
rieben und mit Wasser versetzt. Dieser homogene Brei wurde in 2 gleiche 
Portionen geteilt, die eine davon mit Substratlésung gemischt und unter 
Zusatz von Toluol bei passender Reaktion digeriert. Die andere Portion 
wurde jedesmal unter Innehaltung identischer Bedingungen fiir die Kontroll- 
yersuche benutzt. 

Bei der Untersuchung von Diastase wurden 10°/, Stirkelésung und 
1,5°/, Glykogenlésung als Substrat verwendet. Zur Priifung auf zucker- 
spaltende Wirkungen nahmen wir 5—10°/, Zuckerlésungen (Inulin, Sac- 
charose, Maltose, Lactose) als Substrat, die gespaltene Hexose wurde nach 
Bertrand ermittelt. Lipasewirkung in dem Versuchsmaterial haben wir 


Tabelle IV. 





Stirke 
der Wirkung 


Arten der Fermente 





Kohlenhydratspaltende Fermente; 


Se ee a +++ 
| a a a + + + 
Ee eee ee ++ 
ee ee ee +++ 
Ee ee ee ee ++ 
I te? a ae ah ag a! ea a + 
Cellulase. . a ae 
Glykolytisches Ferment. ..... + 
Fettspaltende Fermente: 
a ee a ee ++ 
De ks bee eee Rw ? 


EiweiSspaltende Fermente: 


ES ee ee ee + 
ee ee ee ++ 
Seidenfibroinase ........~. =- 
SS Ge kw Ke Se we — 
Es) 6% 4. « Ks * « *% + + + 
6 ey kd wwe Se Sw + + 
a a ae ee + + 
a eee OR RS ++ 
Phosphatase: 
Saccharophosphatase ....... + + 
Glycerophosphatase. ....... + + 





Fructose-monophosphatase. ... . + 
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nach dem Rona-Michaelisschen Verfahren mit Tributyrin ausgefijhy, & 
Beim Versuch der Pepsin- und Trypsinwirkung wurde Gdnsemuskel 4 
Substrat gebraucht. Tyrosinasewirkung wurde nach dem Bachschen Ver. 
fahren untersucht. Bei der Arginase- und Ureaseuntersuchung benutzte, 


wir 3°/, Argininlésung und 10°/, Harnstoftlésung als Substrat und Phosphyt. 
gemisch als Pufferlésung. Desamidasewirkung haben wir mit Asparagiy. 
lésung untersucht und das abgespaltene Ammoniak nach Kriiger-Reie} 
ermittelt. Zur Priifung auf Phosphatase wurden glycerinphosphorsaure 
Natrium, saccharosephosphorsaures Natrium und Jatoconin (fructosemong. 
phosphorsaures Natrium) als Substrat benutzt. Die bei diesen Versuche 
abgespaltene Phosphorsiure wurde wie bei denen der Nuclease und Lecithinas 
nach Neumann ermittelt. 


Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in Tab. I\§ 


schematisch dargestellt. 

Ks gelang uns, durch unsere Untersuchungen eine bemerkeus. 
werte Tatsache zu finden, daf nimlich in Fliegenlarven gleich. 
zeitig starke, verschiedenartige Fermentwirkungen vorhanden sind. 
Durch Anwendung dieser Fermentwirkungen haben wir eine 
Méglichkeit, Darmkrankheiten, insbesondere akute Infektions. 
krankheiten des Verdauungskanals, erfolgreich zu bekimpfen, 
da einerseits durch die Fermentwirkung dieser Larven die in 
dem Verdauungskanal durch Mikroorganismen erzeugten Gift 
stofie beseitigt werden, andrerseits die Verdauung giinstig be- 
einfluBt wird. 
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Die Darstellung der b-Thymonucleinsaiure 
mittels der Nucleogelase. 


Von 
R. Feulgen. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat GieBen.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. November 1935.) 


Die gebriiuchlichen Darstellungsmethoden der Thymonuclein- 
siure sehen die Gewinnung der gelatinierenden a-Form vor. 
Demgegeniiber wird hier vorgeschlagen, durch fermentative De- 
polymerisierung die nicht gelatinierende, aber noch Tetranucleotid- 
struktur aufweisende b-Form darzustellen. Wir gehen dabei von 
der Erkenntnis aus, daB es z. Zt. doch nicht méglich ist, die in 
den Zellkernen vorkommende genuine a-Thymonucleinsiure un- 
zersetzt zu gewinnen, und da die nach den iiblichen Methoden 
hergestellten Priparate keine einheitlichen Kérper sind, sondern 
undefinierbare Gemische verschiedener Depolymerisationsstufen 
der a-Form. 

DaB durch Erhitzen mit Natronlauge das Gelatinierungs- 
vermégen des a-thymonucleinsauren Na herabgesetzt wird, war 
schon z Zt. Neumanns bekannt. Vor Jahren hatte ich’) gezeigt, 
dai auch Erhitzen mit Salzlésungen, ja mit Wasser (also auch 
beim Filtrieren im HeiBwassertrichter) und sogar Erhitzen der 
trocknen Substanz in gleichem Sinne wirken. Der Grad der De- 
polymerisation wurde am ,,Gallertschmelzpunkt“ eimer 5°/, igen 
Gallerte erkannt und verglichen. 

Obwohl noch nicht endgiiltig bewiesen ist, daB die a-Form ein Poly- 
meres des einfachen Tetranucleotids in strengem chemischen Sinne ist, 
wollen wir die Desaggregierung der kolloiden a-Form in das nicht kolloide 
Tetranucleotid der einfachen Ausdrucksweise halber als ,, Depolymerisierung 
bezeichnen. Wir beanstanden aber, da8 auch die hydrolytische Aufspaltung 
des Tetranucleotids in verschiedenartige Nucleotide als ,,Depoly- 
merisierung“ bezeichnet wird, wie das bei manchen Autoren in der letzten 
Zeit iiblich geworden ist. 

Bei siimtlichen Darstellungsmethoden der a-Thymonucleinsiure 
finden nun Eingriffe statt, die eine teilweise Depolymerisierung 
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bewirken. Ohne jede Depolymerisierung ist die Thymonucleinsiiyy, 
noch niemals dargestellt worden. Die genuine, in den Zellkerney 
vorkommende Form hat als Na-Salz einen derartig hohen Gallert. 
schmelzpunkt, daB nicht einmal eine Filtration im HeiBwasser. 
trichter ausfihrbar, und eine vdéllige Trennung von Proteing 
bzw. deren Zersetzungsprodukten infolge Adsorption an der hoch. 
kolloiden Thymonucleinsiure nicht méglich ist. Man erhilt keine 
biuretfreien Praparate. 

Alle Darstellungsmethoden lassen sich auf 2 Vorbilder zu. 
riickfiihren. Bei der alten Schmiedebergschen Methode werden 
die Thymusdriisen zunichst einmal lingere Zeit mit Kochsalz. 
lésung gekocht: Hierbei findet die fiir die Darstellung notwendige 
Depolymerisation statt. An dieses Verfahren lehnt sich ein yon 
Levene?) angegebenes an; denn Levene kocht ebenfalls 4 Stunden 
mit Kochsalzlésung. Beim alten Verfahren von Neumann wurden 
die Driisen eine bestimmte Zeit lang mit NaOH erhitzt. Dabei 
tritt ebenfalls eine teilweise Depolymerisation ein. Die Natron- 
laugeeinwirkung in der Vorschrift ist viel energischer als zu 
Auflésung der Driisensubstanz notwendig ware. Kirzt man aber 
die Kinwirkung ab, dann erhalt man keine biuretfreien Praparate 
mehr, und die Lésung ist nicht mehr im HeiBwassertrichter fil- 
trierbar. Levene’) benutzt neuerdings ebenfalls 5°/, ige NaOH, 
mit der er die Driisen 35 Minuten erhitzt. Ich selbst*) habe friiher 
eine Methode angegeben zur Gewinnung von Priparaten mit 
moéglichst hohem Gallertschmelzpunkt. Die Drisen wurden 
dabei nur solange mit NaOH behandelt, als zur Auflésung not- 
wendig war. Das Rohprodukt muBte aber anschlieBend mehrere 
Stunden mit Natriumacetatlésung gekocht werden, um biuretfreie 
und filtrierbare Produkte zu erhalten. Also ebenfalls partielle 
Depolymerisierung. 

Hieraus geht hervor, daB es keine Methode gibt und vielleicht 
auch gar nicht geben kann, die genuine a-Thymonucleinsiure 
darzustellen. Man kann eben eine partielle Depolymerisierung 
nicht verhindern, und auf sie auch nicht verzichten. Die Unter- 
brechung der Depolymerisierung indessen erfolgt in einem ganz 
willkiirlichen Punkte, und dieser Punkt findet seinen zahlenmabigen 
Ausdruck in dem Gallertschmelzpunkt einer 5°/, igen Gallerte. 
Die gewonnenen Praparate aber kénnen natiirlich keine einheit- 
lichen Kérper sein, sie sind vielmehr in Wirklichkeit un definier- 
bare Gemische der verschiedensten Depolymerisations- 
stufen. 





















Die Darstellung der b-Thymonucleinsiure mittels der Nucleogelase. 1(7 


In der Erkenntnis dieser Tatsache mu8 ein Verfahren von 
Interesse sein, welches auf die Darstellung der a-Form bewuBt 
yerzichtet und die Depolymerisierung, deren Kinleitung doch nicht 
yerhindert werden kann, im Interesse einheitlicher Priparate ganz 


| 2 Ende fihrt. Dies ist aber, wie in einer friiheren Arbeit) mit- 


geteilt worden ist, ohne tieferen Kingriff in die Tetranucleotid- 
struktur nur moéglich auf fermentativem Wege mittels der Nucleo- 
gelase, wie sie im kauflichen ,,pankreatinum absolutum“ der 
Firma Merck in bequemer Weise zuginglich ist. Zwei verschiedene 
Arbeitsweisen sind dabei méglich: Entweder man ,,verdaut“ das 
Ausgangsmaterial mit Pankreatinlésung, dann ist eine ,,Auf- 
schlieBung“ der Zellkerne mit Natronlauge gar nicht nétig, oder 
man stellt sich durch Verfliissigung der Organmasse mit Natron- 
lauge und Fallung mit Alkohol ein die a-Form enthaltendes Vor- 
produkt her, das dann sekundar fermentativ depolymerisiert wird. 


A. Darstellung von b-Thymonucleinsdure 
durch direkte fermentative Spaltung der Zellkerne. 


Diese Arbeitsweise ist dann zu empfehlen, wenn die Zellkerne 
bereits in isoliertem oder stark angereichertem Zustande vorliegen, 
also z B. bei den von den alten Autoren dargestellten Kern- 
substanzen (Fischspermien, Erythrocytenkerne), und den neuer- 
dings von M. Behrens‘) nach einer universellen Methode dar- 
gestellten Zellkernen. In einer spiteren Mitteilung werden wir 
iiber die Darstellung der b-Thymonucleinsiure aus pflanzlichen 
Zellkernen berichten, bei der wir die Methode der fermentativen 
Spaltung der Zellkerne deswegen anwenden muften, weil durch 
die EKinwirkung von Natronlauge sich massenhaft Pektinsiuren 
bilden, die, ebenfalls kolloidal, und mit denselben Fallungseigen- 
schaften wie die Thymonucleinsiure ausgestattet, sich nicht von 
letzterer trennen lieBen. 

Bei der direkten fermentativen Spaltung der Zellkerne muB 
man im Interesse der Aufliésung der Zellkerne bei sodaalkalischer 
Reaktion arbeiten. Das Optimum der Nucleogelase liegt aber bei 
DP 6,8—6,9. Man bekommt daher bei der Verdauung der Zell- 
kerne in sodaalkalischer Lésung oft keine totale Verflissigung, 
sondern nur eine weitgehende Depolymerisierung. Um diese zu 
Ende zu fihren, mu8 man das Produkt weiter bei 6,8 behandeln. 
Als Beispiel fiir diese Arbeitsweise sei hier die Darstellung von 
b-Thymonucleinsiure aus Heringsspermien angefiihrt. Auch hierbei 
ist die fermentative Methode weit besser als die Methode von 
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Neumann; denn bei letzterer Methode muB man im Interesy 
biuretfreier Priparate die Spermienképfe so lange mit Natronlau, 
kochen, daB man nur stark braun gefarbte Priaparate erhilt 
Man kann z. B. folgendermaBen vorgehen: 


Képfe von Heringsspermien, nach Steudel’) dargestellt, werden mi 
der 10 fachen Menge 0,5°/, iger Pankreatinlésung tibergossen, mit Natriun. 
carbonat gegen Lackmus schwach alkalisch gemacht, und nach Zusat 
von etwas Toluol 4 Tage im Brutschrank unter hiufiger Kontrolle de 
schwach alkalischen Reaktion stehen gelassen. Das Filtrat wird unter ver. Me aber 
mindertem Druck auf ein kleines Volumen eingeengt und mit dem mehr MM gktio! 
fachen Volumen Alkohol gefillt. Die Reinigung geschieht durch Fille Natro 
mit Alkohol bei alkalischer Reaktion in Gegenwart von iiberschiissige 
NaOH, (wodurch unerwiinschte Kationen von einer Salzbindung mit der 
Nucleinsdéure ferngehalten werden), dann bei mit Essigsiure hergestellter das 1 
neutraler Reaktion (vgl.u.). Endlich wird das Priparat mit Alkohol entwiissert ist. 


und getrocknet. Aliissi 
B. Darstellung durct 

von b-Thymonucleinsiure durch AufschlieBung der Zellkerne mit NaOH me )cich 
und anschlieBender fermentativer Depolymerisation der a-Form. ye 
erha 


Treten aber in dem Ausgangsmaterial die Zellkerne an 

4 Menge stark in den Hintergrund, wie das bei allen Geweben und Sala 
‘ auch bei der Thymusdriise der Fall ist, dann empfiehlt sich eine 
andere Methode. Hierbei wird die Driisenmasse durch Erhitzen b 
mit verdiinnter Natronlauge verfliissigt, und daraus durch Alkohol- 
fallung ein Vorprodukt dargestellt, das hinterher depolymerisiert 
wird. Die lastige und zeitraubende Filtration im HeiBwasser- 
trichter bei der Darstellung des Vorproduktes eriibrigt sich, denn 
die Abtrennung der ungelésten Gewebsanteile erfolgt miihelos erst 
nach der Depolymerisierung. Im iibrigen ware eine Filtration wil 
des Vorproduktes im Heifwassertrichter auch wegen des hohen stiin 
Gallertschmelzpunktes nicht ausfiihrbar; denn die EKinwirkung der 65° 
Natronlauge kann hier so milde sein, da sie zur Verfliissigung 


gerade ausreicht. Wie oben auseinandergesetzt, liegt dieser Punkt ye 
wesentlich unterhalb der Einwirkung in den verschiedenen bis- dan! 
herigen Vorschriften. Anf 

Das Auskommen mit einer wesentlich milderen Natronlauge- ys 
wirkung ist nun ein weiterer Vorteil unserer Methode. Man be- " 
denke, daB z. B. bei der Neumannschen Methode die Driisen 59), 
mit Natronlauge '/, Stunde gekocht werden miissen. Verlingert hefi 
man die Kochdauer auf 2 Stunden, so erhalt man in Gestalt der stei 
alten Neumannschen b Nucleinsiure total zersetzte Priiparate me 


von dunkelbrauner Farbe und mit nichtstimmenden Analysenzahlen. 
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fs ist nicht einzusehen, daB 1/, stiindiges Erhitzen indifferent 
sein soll, wenn ein 2stiindiges Kochen weitgehende Zersetzung 
hewirkt. 

Erhitzt man nun die Driisenmasse mit Natronlauge nur so- 
lange, wie zur Auflésung notwendig ist und neutralisiert dann 
mit Essigsiure, so erhailt man nicht nucleinsaures Natrium, 
atrium. — oe ; sic. a 
Zusaty sondern unlésliches und quellungsunfahiges nucleinsaures EiweiB, 
le defmdas durch die Nucleogelase bei 6,8 nicht angegriffen wird. Wohl 
er ver. Mmaber erhailt man das Na-Salz, wenn man bei alkalischer Re- 
mehr MM aktion mit Alkohol fallt. In Gegenwart von iiberschiissiger 


ewe Natronlauge entsteht aber, wie friiher von mir beschrieben wurde®), 
T 
‘it de 
tellte das mit Alkohol nur schwierig und unter groBen Verlusten fallbar 


dissert Mist. Daher versetzen wir die alkalische Lésung nach der Ver- 
flissigung mit einer aquivalenten Menge Ammoniumchlorid. Hier- 
durch wird das 6 wertige in das normale 4 wertige und mit Alkohol 
'a0H fae leicht fallbare Natriumsalz verwandelt und gleichzeitig das NaOH 
n, durch Ammoniak substituiert. Fallt man jetzt mit Alkohol, dann 
erhalt man das leicht quellbare normale Natriumsalz und das 


teregse 
Dlauge 
erhilt 






len mit 


) an ee ‘ 
ate EiweiB und andere unerwiinschte Kationen werden von einer 
' Salzbindung mit der Nucleinsiure abgehalten. Dieses Vorprodukt 
eine ; : aye 

iden wird dann fermentativ depolymerisiert und aus dem Filtrat das 
hol. b-nucleinsaure Na mit Alkohol gefallt und gereinigt. 

‘ert Folgenden seit vielen Jahren erprobten Arbeitsgang wenden 
th wir bei der Darstellung von b-Thymonucleinsiure aus Kalbs- 
a thymus an: 


1 kg reinpriparierte Thymusdriisen werden zwecks Hartung in 1-Pro- 
mille-haltiger Essigsiure 10 Minuten gekocht, in der Fleischmiihle zerkleinert, 
™ und das Gewicht des Organbreis durch allmihlichen Wasserzusatz unter 
1e stindigem Riihren auf 1,5 kg gebracht. Man erwirmt im Wasserbad auf 
ler 65° und setzt 100 ccm 33°/,ige Natronlauge unter Umriihren zu. Nach 
15 Minuten versetzt man mit einer heiBen Lésung von 100 g NH,Cl in 


D 

* 200 cem Wasser, worauf die Masse aus obenerwihnten Griinden zu einer 

steifen Gallerte erstarrt. Unter fortwihrendem starken Rihren fillt man 

18 dann die Gallerte mit etwa 3 Liter Alkohol, wobei dieser besonders im 
| Anfang nur ganz allmahlich zugesetzt werden darf, li8t absitzen, hebert die 

e- Mutterlauge ab, filtriert und entwiissert den Niederschlag mit Alkohol. 

0. Ausbeute an diesem Vorprodukt etwa 80—90 g. 

Zur Depolymerisierung werden 100 g des Vorproduktes mit 500 ccm 

a 5°/,iger Pankreatinlésung, in der etwas Toluol suspendiert wurde, unter 

rt heftigem Umschiitteln tibergossen, wobei das Produkt sofort zu einer festen 


or steifen Gallerte aufquillt, und 2 Tage bei 38° im Brutschrank stehen ge- 
F lassen. Die Masse verfliissigt sich im Laufe einiger Stunden. Nach 
| 2 Tagen filtriert man durch ein Faltenfilter, laugt den Riickstand mehrmals 


ein (optisch inaktives, wenig gelatinierendes) 6 wertiges Na-Salz, 7 
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mit Wasser aus, engt die Filtrate unter vermindertem Druck auf etwa 200. 
ein und fiallt mit der dreifachen Menge Alkohol. Nach dem Absitzen wir4 
die weiche teigige Masse durch Verkneten und Verreiben mit Alkohol ent. 
wissert und getrocknet. Die Reinigung des Rohproduktes erfolgt auch hie; fiber 
durch Fillung mit Alkohol bei alkalischer Reaktion, indem etwa 40 g 
in 100 ccm Wasser gelést werden, und nach Zusatz von 10 cem kop. 
zentrierter NaQH das Filtrat in einem Kolben mit dem 4fachen Volumen 
Alkohol gefallt wird. Nach Absitzen in schriger Lage des Kolbens wird 
die Mutterlauge abgegossen, der Riickstand in méglichst wenig Wasse 
gelést und die Fallung wiederholt. Zur Uberfiihrung des inaktiven mehr. 
wertigen Na-Salzes in das normale lést man die weiche Fillung in wenig 
























Wasser, neutralisiert mit 50°/,iger Essigsiure und fallt in einer Schale a: 
mit Alkohol. Ausbeute an b-nucleinsaurem Na aus 1 kg Kalbsthymus 
etwa 30 g. 

Zur weiteren Reinigung wird die Nucleinsiure aus wiBriger Losung ] 


mit Salzsiure ausgefallt. Zu diesem Zweck list man etwa 5g in 20 ccm daB d 
Wasser, fallt mit 5 cem 5n-HCl aus, wiischt die teigige Fallung mehrmals 
mit Wasser unter Verriihren aus und entwiissert durch Verriihren und Ver. 
reiben mit Alkohol. Wegen der Empfindlichkeit der Thymonucleinsiure auf d 
gegen Mineralsiuren mu8 man schnell arbeiten. Die ganze Operation kann Ausm 
in zwei Minuten beendet sein. (Die freie Siure liBt sich mit Alkohol viel Hexo' 
leichter und schneller entwiissern als das Na-Salz). 


“Bo 
Analyse und Spaltung geben die gleichen Resultate, wie sie kiirzlich 5) Si 
mitgeteilt worden sind. i. 
o Hog 


i Die Untersuchungen wurden z. T. mit Mitteln der Notgemeinschaft (ber 
i der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 
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(5. Mitteilung tiber die Enzyme der Girung.) 


Von 


Anton Schiiffner und Hilde Berl. 





(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 30. November 1935.) 





In einer vorhergehenden Mitteilung?) konnte gezeigt werden, 
daB die durch Hexosediphosphat induzierte Phosphorylierung von 
Hexose mit einem gereinigten Enzymsystem aus Hefeextrakten 
auf der Stufe des Hexosemonoesters stehen bleibt und da das 
AusmaB der erreichbaren Phosphorylierung dem zugegebenen 
Hexosediphosphat (H.D.P.) aquivalent ist, auf keinen Fall aber 
gréBer sein kann, daB dagegen mit rohen Macerationssaften aus 
Trockenhefe die Reaktionsweise des H.D.P. eine katalytische ist; 
dih., daB eine verhiltnismiBig geringe Menge von H.D.P. die 
Uberfiihrung von groBen Mengen anorganischen Phosphates in 
organische Bindung verursachen kann. Wir schlossen damals aus 
diesem Befund, daB bei der zellfreien Girung ein Weg vom 
Primarester zum H.D.P. existieren mu, der im gereinigten 
Phosphorylierungssystem fehlt. Bei der Darstellung des letzteren 
findet offenbar ,die Abtrennung eines Enzyms oder einer Enzym- 
komponente statt, die den Primirester ganz oder zum Teil in den 
Diester umzuwandeln vermag“. 

In der Zwischenzeit sind Arbeiten besonders aus dem Stock- 
holmer?) und aus dem Lemberger Institut*) erschienen, die ein 
anderes Phosphorylierungssystem in den Vordergrund des Inter- 
esses stellen. Danach tritt die Phosphorylierung von Hexose durch 
ene Umesterung mit Adenosintriphosphorsaure (A.T.P.) 
ein, die nach Euler und Adler?) durch das Enzym ,,Hetero- 
phosphatese“ bewerkstelligt wird. 


1) A. Schaffner, H. Berl u. E. Bauer, Diese Z. 234, 146 (1935). 

*) H. v. Euler u. E. Adler, Diese Z. 235, 122 (1935). 

5. C. Lutwak-Mann u. T. Mann, Biochem. Z. 281, 140 (1935); J. K. 
Parnas, C. Lutwak-Mann u. T. Mann, ebenda 281, 168 (1935). Vgl. 
auch Z. Dische, Naturw. 22, 776 u. 855 (1935); sowie Biochem. Z. 276, 
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(1) Hexose + Adenosintriphosphorsaure = Hexosephosphorsiureester 
+ Adenylsiure. 

Weiterhin konnte durch C. Lutwak-Mann und T. Mann} 
gezeigt werden, daB eine Regenerierung der A.T.P. innerhalb de, 
Girungsmechanismus‘*) durch folgende Reaktion gewihrleistet wird. 
(2) Phosphobrenztraubensiure + Adenylsiure = Brenztraubensiure + A.T.p 


Fiir die Aufklirung des gesamten Girablaufes ist es ny 
von Bedeutung festzustellen, ob und in welcher Weise ein Zn. 
sammenhang zwischen der durch H.D.P. und der durch A.TP 
induzierten Phosphorylierung besteht. Der Tatsache, daB die Phos. 
phorylierung von Hexose mittels Macerationssiften sowohl durch 
H.D.P. als auch durch A.T.P. in gleichem MaBe induziert wird, 
stellen wir den Befund gegeniiber, daB im gereinigten 
Enzymsystem die Phosphorylierung nur mehr durch 
Hexosediphosphat bzw. Dioxyacetonphosphorsiure ein- 
tritt. Nach der Entfernung der ,,Heterophosphatese“ aus dem 
Enzymsystem tritt mit A.T.P. keine Umesterung mehr ein; die 
A.T.P. ist in diesem System vollkommen wirkungslos. Die ,,Phos- 
phatese“ ist demnach nicht identisch mit der ,,Heterophosphatese’ 
Die durch H.D.P. induzierbare Phosphorylierung tritt sowohl in 
Abwesenheit von ,,Heterophosphatese“ als auch in Abwesenheit 
von A.T.P. oder einem System, das intermediair A.T.P. zu bilden 
vermag, ein. Ks existieren somit 2 Phosphorylierungssysteme in 
Hefeextrakten, die sich offenbar gegenseitig erginzen kénnen. Der 
erste AnstoB zur Phosphorylierung kann im Sinne Parnas’) 
nach Gleichung (1) vor sich gehen. Das dabei gebildete Hexose- 
diphosphat bzw. sein Umwandlungsprodukt, die Dioxyaceton- 
phosphorsaure, wird bei gleichzeitig stattfindender Oxydoreduktion 
anorganisches Phosphat in organische Bindung iberfihren, und 
zwar, wie friiher nachgewiesen worden ist, unter Bildung von 
Hexosemonoester. Dieser kénnte nun durch die nach Gleichung (2) 
sich regenerierende A.T.P. zum Diester aufphosphoryliert werden, 
etwa nach der Gleichung: 

(3) 2 Monoester + A.T.P. = 2 Hexosediphosphat + Adenylsiure. 


Es fragt sich nun, ob aufBer diesen beiden diskutierten Phos- 
phorylierungssystemen noch ein anderer Mechanismus zur Phos- 
phatiibertragung in Hefeextrakten existiert. DaB das der Fall ist, 
dafiir sprechen einige Beobachtungen. Nach Meyerhof’) ist die 


*) K. Lohmann u. O. Meyerhof, Biochem. Z. 278, 60 (1934). 
°) O. Meyerhof u. W. KieBling, Biochem. Z. 276, 239 (1935). 
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/Umlagerung der Phosphoglycerinsiure zu Phosphobrenztrauben- 


giure durch Natriumfluorid vollkommen unterbunden. Dagegen 
ist die durch H.D.P. induzierbare Phosphorylierung in rohen 
Macerationssaften durch NaF nur mafbig hemmbar und — was 
wichtig ist — das MaB des in NaF-gehemmten Ansitzen iiber- 
tragbaren Phosphors iibersteigt bei weitem die Menge des zu- 
gegebenen H.D.P.-Phosphors; d. h. also: auch im NaF’-gehemmten 
System reagiert die H.D.P. katalytisch. Wiirden nur die zwei 
erwihnten Phosphorylierungsmechanismen existieren, so wire diese 
Reaktionsweise nicht erklarbar; denn die H.D.P.-Katalyse wiirde 
nur dann eintreten, wenn sich A.T.P. immer wieder regenerieren 
,innte, Aber gerade diese Regeneration der A.T.P. ist durch NaF 
quantitativ gestért. Somit muf8 man annehmen, da8 noch ein 
dritter Mechanismus der Phosphatiibertragung existiert, durch den 
der Monoester zum Diester umgewandelt wird. 

Formal kénnte man sich diesen Ubergang folgendermafen 
yorstellen: Hexosemonoester, ein ausgezeichnetes Substrat fiir das 
Oxydoreduktionssystem der Hefe geht durch Oxydation in Phospho- 


hexonsiure®) iiber, die in 2 Bruchstiicke zerfallen miiBte — in 
Brenztraubensdure, die der Decarboxylierung anheimfallt, und in 
eine Triosephosphorsiure — nach folgender Gleichung: 


0 
2 c€CH(OH)—CH(OH)—CH\OH)—CH(OH)—CH,—-O—P—O,H, 
H 


0 
=9 5 -CO—CH + 2H,0 + 2 CH,(0H)—CO—CH,—O—P—O,H, 
H 
= 2CO, + 2 Acetaldehyd + 2H,O + Hexosediphosphat. 


Wir priiften diese Méglichkeit mit einem Praparat von Phos- 
phohexonat, das uns Herr Prof. R. Robison liebenswirdigerweise 
zur Verfiigung gestellt hat und das durch Oxydation"*) mit Brom 
aus dem reinen Glucosemonophosphorsaureester gewonnen worden 
ist. Die Versuche verliefen indes nicht wie erwartet. Um einen 
endgiltigen Entscheid zu treffen, wird es nétig sein, das enzy- 
matische Oxydationsprodukt von Hexosemonoester selbst zu priifen. 

Fiir die Vorstellung, die man sich iiber den Mechanismus 
der durch H.D.P. induzierbaren Phosphorylierung machen kann, 
ist die genaue Kenntnis des enzymatischen Apparates von Be- 


6) Vgl. O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, Biochem. Z. 279, 
143 (1935). 
’) R. Robison u. E. J. King, Biochemie. J. 25, 323 (1931). 
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deutung. Wir bemiihten uns von allem Anfang an die Phosphory. 
lierungsreaktion von allen stérenden Begleitreaktionen abzutrenne, 
So konnten wir in der zweiten Mitteilung’) zeigen, daB die 
,»Phosphatese“ nicht identisch ist mit der von uns _ isolierte, 
a-Glycerophosphatase ®), in der letzten Arbeit Unterhefenphosphatase 
genannt. Wir bringen im Versuchsteil Belege, daB die ,,Phospha. 
tese“ auch nicht identisch ist mit der Pyrophosphatase der Hefo, 
die in jiingster Zeit von E. Bauer’) als selbstandiges Individuun 
erkannt wurde, und mit der im sauren Bereich wirksamen Pho. 
phatase, die H. und E. Albers'!) aus Hefe isolieren konnten und 
die diese Forscher als Oberhefenphosphatase bezeichneten. Das 
Zwischenferment, dargestellt nach den Vorschriften von O.Warburg 
und Mitarbeiter’*) kann von allen diesen phosphatatischen Be. 
gleitenzymen abgetrennt werden, ohne da8 es seiner phosphory. 
lierenden Eigenschaft verlustig ginge. Es wird also mehr und 
mehr wabhrscheinlich, daB die ,,Hefephosphatese“ keine Phosphatase 
ist, wenngleich man nicht die Méglichkeit ausschlieBen kann, dai 
sie eine auf ein unbekanntes Substrat spezifische Phosphatase ist 
Ahnliches scheint fiir die ,,Heterophosphatese“ zu gelten, deren 
Abtrennung von den phosphatatischen Begleitenzymen Euler’ 
gelungen ist. Die Phosphatese und die Heterophosphatese haben 
aber die Aktivierbarkeit durch Mg-Ionen mit der Phosphatase 
gemeinsam. 

Das Zwischenferment ist indes auch dann noch nicht enzy- 
matisch einheitlich, wenn man die phosphatatischen Begleitenzyme 
abtrennt. Es ist méglich, die Dehydrasekomponente durch vor- 
sichtige fraktionierte Adsorption mit Tonerde C, oder besser noch 
mittels fraktionierter Elution aus den Tonerdeadsorbaten frei von 
Phosphatese zu gewinnen, Umgekehrt gelang es bis jetzt nicht, 
die Phosphatese von der Dehydrasekomponente zu isolieren; doch 
sind die Beweise, daB die Phosphatese nur in Gemeinschaft mt 
dem Oxydoreduktionssystem zur Wirkung kommt, so zahlreich, 
daB man an dieser Tatsache kaum mehr zweifeln kann. Hexose- 
diphosphat ist im gereinigten System anscheinend nur mehr 





8) A. Schaffner, H. Berl u. E. Bauer, Diese Z. 252, 213 (1935). 

® A. Schaffner u. E. Bauer, Diese Z, 232, 66 (1935); E, Bauer, 
A. Schaffner u. F. Krumey, Diese Z. im Druck. 

1 EK. Bauer, Naturw. z. Zt. im Druck. 

1!) H. u. E. Albers, Diese Z. 235, 47 (1935). 

12) 0, Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 264, 488 (1932): 266, 
877 (1938). 
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durch Dioxyacetonphosphorséure ersetzbar*); Phosphoglycerin- 
siure, das Oxydationsprodukt der Dioxyacetonphosphorsaure, er- 
setzt sie nicht. Samtliche Komponenten des Oxydoreduktions- 
systems sind nétig; das Fehlen einer Komponente wiirde zugleich 
das vollstiindige Versagen der Phosphorylierungsreaktion mit sich 
fihren. Jodessigsiure hemmt die Phosphorylierungsreaktion genau 
so quantitativ wie die Oxydoreduktion. So bleibt kaum eine andere 
Moglichkeit tibrig, auBer die, daB die Reaktion: Glucose + Phos- 
phat = Hexoseester gekoppelt ist mit der Oxydoreduktion: Di- 
oxyacetonphosphorsaure + Acetaldehyd = Phosphoglycerinsiure +- 
Alkohol. 

Ks ist wahrscheinlich, daB die beiden Reaktionen ein gemein- 
sames Reaktionsglied besitzen, wobei man sich vor Augen zu 
halten hat, daB die Oxydoreduktion eine mehrere Stufen durch- 
laufende Reaktion ist, wihrend der sowohl die Co-Zymase als 
auch das Flavinenzym eine chemische Verinderung erleiden kénnen. 


Die hier beschriebenen Phosphorylierungssysteme sind in 
zellfreien Extrakten nachgewiesen und studiert worden. Eine 
Ubertragung der hierbei erhobenen Befunde auf die Verhiltnisse 
in der lebenden Zelle ist mit aller Vorsicht vorzunehmen. Aus 
den Arbeiten der Lemberger Schule*) geht hervor, daB ein voll- 
kommen geschlossener Phosphatkreislauf miglich ist, nicht aber, 
daB diese Reaktionsweise die einzige in der lebenden Zelle ist. 
Man kann annehmen, da8 auch die durch H.D.P. induzierbare 
Phosphorylierung einen biologischen Sinn hat. So wird bei einer 
Vermehrung der Zellsubstanz, wie sie Wachstum und Fortpflanzung 
hedingen, auch eine Vermehrung des organisch gebundenen Phos- 
phors nétig sein. Wir sehen vor allem einmal in der durch die 
H.D.P. induzierbaren Uberfihrung von anorganischem Phosphat 
in organische Bindung eine Méglichkeit fiir die lebende Zelle, 
ihren Phosphatbedarf zu decken. Dariiber hinaus besteht die 
Wahrscheinlichkeit, da8 dieser Mechanismus ahnlich wie bei der 
zellfreien Girung auch in der lebenden Zelle zur Beschleunigung 
der Girung beitrigt. 


*) Eine Ausnahme macht offenbar Glykogen und Stiirke, die ohne An- 
wesenheit von Hexosephosphorsdureester, auBer denen, die im Molekiil des 
Glykogens bzw. der Starke selbst vorkommen, durch das gereinigte Enzym- 
system phosphoryliert werden. Dabei ist besonders bemerkenswert, daB in 
dem angewandten Enzymmaterial keine Amylasewirkung nachzuweisen 
war, daB also Glykogen bzw. Stirke phosphoryliert werden, nicht ihre 
Spaltprodukte. 


8* 
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Fir die zellfreie Gérung gilt nach unseren Befunden offenbar 
daB die Veresterung anorganischen Phosphates nur iiber den durch 
H.D.P. induzierbaren Phosphorylierungsmechanismus stattfinde 
und — stattfinden kann ohne die Mitwirkung von A.T.P. Durch 
A.T.P. selbst tritt die Phorphorylierung von Hexose nur durch 
Umesterung ein, nicht durch Bindung anorganischen Phosphates. 
vielmehr geht der Weg der durch A.T.P. induzierbaren Veresterung 





anorganischen Phosphates iiber die Hexosediphosphorsiure. _ 
Ve 
Versuchsteil, suck 


I. Vergleich der ,,Phosphatese“- mit der ,,Heterophosphatese.@ 
Wirkung. Aus Macerationssiften von Trockenhefe, die durch langsame; {= 
Trocknen von Bierhefe bei 283—25° in 2—8 cm hoher Schicht dargestellt 1 
wird, laBt sich nach der Vorschrift von O. Warburg und W.Christian\— 7 
ein Zwischenferment herstellen, das zusammen mit den anderen Kompo- ; 
nenten es Oxydoreduktionssystems starke phosphorylierende Wirkung be. 
sitzt, aber keine ,,Heterophosphatase“ enthilt (Zwischenferment I). Trocknet 
man die Hefe bei einer héheren Temperatur, nimlich zwischen 30—32°, 
so wird — offenbar infolge autolytischer Prozesse — ,,die Heterophos- 
phatese“ in gréBerem AusmaB léslich; das aus solchen Trockenhefen dar. 
gestellte Zwischenferment enthilt reichliche Mengen ,,Heterophosphatese & Ans: 
(Zwischenferment II). Wir priifen auf ,,Heterophosphatese“ nach den An- 9 0.25 
gaben von Euler und Adler’) im Thunbergrobr. 


aie’ Tabelle 1. 
12s Heterophosphatesegehalt verschiedener Zwischenfermente. 
o 4 Das Dehydrasesystem, bestehend aus 1 ccm Zwischenferment, 0,5 ecm Flavin @ y,. 
enzym und 0,5 cem Co-Zymase (20 Co.E.), wird bei py = 7,0 mit 0,5 ccm 
Methylenblaulésung 1: 10000 und mit den in der Tabelle angegebenen Sub- 
straten versetzt. Glucose wurde pro Versuch 25 mg, Robisonester und A.T.P. 

entspr. 0,6 mg Gesamt-P. verwandt. 
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2 
3 
Entfirbungszeiten 4 
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Glucose A.T.P. Robisonester in Stanton 
Zwischen-| an vi ; 
+ - - > 60 
ferment 
i ‘ + saa > 60 nack 
aD + “ > 60 Nied 
41+ ray + 8,5 dure 
Zwischen + ws ah > 60 ich 
ferment “ 
Il a + i: 4 sifte 
sa ihe - >60 
daB 


Im heterophosphatesefreien System (Zwischenferment I) induziert A.T.P. & den 
die Phosphorylierung nicht; sie tut es indes bei Anwendung roher Mace & wirk 
rationssifte oder gereinigtem, aber heterophosphatesehaltigem System mit & rohe 
Zwischenferment II. H.D.P. dagegen induziert die Phosphorylierung auch im & anor 
heterophosphatesefreien System. steht 
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'steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von C. Lutwak-Mann und 
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Tabelle 2. 
Wirkung der H.D.P. und A.T.P. im Macerationssaft. 
Ansatz: Im Volumen von 5 cem sind enthalten: 0,4 ccm Macerationssaft 
eginzt durch 0,25 ccm Co-Zymase (10Co.E.), 50 mg Glucose, 0,25 ccm 
,,mol. MgSO,, 5 mg Acetaldehyd und Phosphat. pq = 7,0; Temp. 30° 
Jur Bestimmung werden 2ccm mit 2cem 10°/, iger Trichloressigsdure ver- 
setzt; vom Filtrat des EiweiBniederschlages wird ein entspr. Teil zur 
p-Bestimmung verwendet. Angaben beziehen sich auf den ganzen Ansatz. 
Yo mg P P-Schwund 
suchs- Zugesetzter Ester ee arms ae 
Nr. Beginn | 30 Min. in mg | in “/o 
eS Ohne Zusatz 1,922 | 1,922 0 0 
2 H.D.P. entspr. 0,32 mg P 1,922 0,080 1,842 95 
3. | HDP. , 015mg P 1,922 | 0,850 1,072 | 56 
4 A.T.P. am 1,71 mg P 1,922 0,080 1,842 95 
Tabelle 3. 
Wirkung der H.D.P. und der A.T.P. auf das gereinigte 
Phosphorylierungssystem mit Zwischenferment [ und II. 


Ansatz: Im Volumen von 5 ccm sind enthalten 1 cem Zwischenferment, 
0,25 cem Flavinenzym, 0,5ccm Co-Zymase (20 Co.E.) 0,25 ecm ger. Zymohexase 
aus Muskel/ger. Der iibrige Teil des Ansatzes wie in Tab. 2. 
































Ver- mg P P-Schwund 
suchs- Zugesetzter Ester pam nach |. |i, , 
Nr. Beginn|30 Min.} ™ ™& “ 
1 ; Ohne Zusatz 1,25 1,25 0 0 
2 pte HD. entspr. 1,5mg P | 1,25 | 0,275 | 0,975 | 78 
3 AT.P. , 1,%img P| 1,45 | 1,45 | 0 0 
4 , Ohne Zusatz 1,25 | 1,25 0 0 
; Aeisctet | RDP. entepr. 1,5mg P | 1,25 | 0,200 | 1,050 | 84 
6 AT.P. ,, 1,71mg P| 1,25 | 0,080 | 1,170 | 94 


Da sich in dem gereinigten Phosphorylierungssystem keine A.T.P. 
nachweisen 14Bt — Bariumacetat gibt mit keinem der Komponenten einen 
Niederschlag — ist es schon an sich nicht wahrscheinlich, daB die A.T.P. in den 
durch H.D.P. induzierten Phosphorylierungsmechanismus eingreift. Aber wie 
sich aus den Versuchen 1 der Tab.2 und 4 ergibt, ist auch in den Macerations- 
siften, die uns zur Verfiigung standen, die Konzentration der A.T.P. so gering, 
daB diese nicht zu einer nachweisbaren Phosphorylierung ausreicht. Aus 
den Versuchen der Tab. 4 geht weiterhin hervor, da8 durch Zusammen- 


'wirken yon Phosphoglycerinséiure und Adenylsiure im Enzymsystem des 


rohen Macerationssaftes A.T.P. gebildet wird, die ihrerseits die Uberfihrung 
anorganischen Phosphors in organische Bindung induziert. Dieser Befund 
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T. Mann’). Wire geniigend Adenylsiure schon im urspriinglichen Macern,— 
tionssaft vorhanden, so miiBte allein durch Zugabe von Phosphoglycerin.& 
siure P-Bindung zu erreichen sein. Versuch 3 der Tab. 4 zeigt, daB dai 





















































nicht der Fall ist. 4 pr 
Tabelle 4. gg 

Ansatz: Im Volumen von 5 cem sind 0,4 ccm Macerationssaft, 0,25 cn 
Co-Zymase (10 Co.E.), 100 mg Glucose, 0,25 cem */,>-MgSO,, 5 mg Acetaldehyi 
neben Phosphat enthalten. B Ar 

ae —= rat 

Ver- mg P P-Schwund ald 
suchs- Zugesetzter Ester a oe aS ce : Ke 
Nr Beginn | 30 Min. | ™ ™8 | mh e 
zi sie " —___ [7 7 
1 Ohne Zusatz 1,387 | 1,887 0 0 é 

2 10 mg Adenylsiure 1,387 | 1,387 0 a 

8 Phosphoglycerinsiure entspr. “ 
1,5 mg P 1,387 1,387 0 0 : ? 

4 10 mg Adenylsdure + Phospho- Bl 
glycerinsiure entspr. 1,5 mg P er =a | 4 oe D 

















Im allgemeinen diirfte also die durch H.D.P. induzierbare Phosphory- 

es lierung in zellfreien Extrakten aus Hefe ohne die Mitwirkung der A.T.P. 3 
me te oder der Adenylsiure zustandekommen, wenngleich es nicht auszuschlieBen ist, 4 
ee daB Extrakte aus anderen Trockenhefen einen héheren Gehalt an A.T.P. baw 5 
Adenylsiure aufweisen kénnen"). Aber auch im Falle der durch ATP. 
7 

8 

9 


heribadiomies tao0n 


induzierbaren Phosphorylierung wird die Bindung anorganischen Phos. 
phors auf das intermediire Auftreten von Hexosediphosphat bzw. Dioxy- 
acetonphosphorsiure zuriickzufiihren sein. Nach den Arbeiten von Euler}, 
Parnas‘) und Dische) steht es auBer allem Zweifel, daB die Bildung 
von Hexosediphosphat durch Umesterung mit A.T.P. méglich ist. Abe fe 1° 
erst mit der Bildung von Hexosediphosphat wird die Bindung von anorg: & 11 
nischem Phosphat eingeleitet. pi 


Indes die Bildung des Hexosediphosphates karn wahrscheinlich auch auf 


einem anderen Weg vonstatten gehen. Das geht im groBen ganzen schon : di 
daraus hervor, daB die Reaktionsweise der H.D.P. im Macerationssaft - BR) « 
dessen Adenylsiure bzw. A.T.P.-Gehalt nicht ausreicht, um selbsttitig die F B 
Phosphorylierungsreaktion in Gang zu bringen — eine katalytische ist', BR 
ein Befund, den man nur so deuten kann, da8 sich die H.D.P. wihrend By 


ee i der Reaktion immer wieder regeneriert. Eindeutiger noch wird das bewiesen 
4 durch das Ergebnis der Versuche in NaF-gehemmten Ansiitzen. Nach 
Meyerhof') wird durch Zugabe von NaF die Umlagerung von Phospho- 
glycerinsiure zu Phosphobrenztraubensiure vollkommen unterbunden. In 
Na-F-vergifteten Ansatz kann sich die Adenylsiure durch Umesterung mit § 
Phosphobrenztraubensiure nicht zu A.T.P. regenerieren, weil die Bildung Hf 1 
der Phosphobrenztraubensiure nicht stattfindet. E 








8) Vgl. O. Meyerhof u. W. KieBling, Naturwiss. 23, 501 (1939) | 4 





n Macera, 
glycerin. E 


i % 3 der Fall sein, wenn die Regenerierung des H.D.P. nur iiber den Weg der 


' A.T.P. erfolgen wiirde. 


yiesen 
Nach 
spho- 
, Im 
mit 
dung 





Im Versuch 8 der Tab.5 wird das belegt. Trotzdem reagiert das 
Hexosediphosphat im NaF-vergifteten Ansatz noch katalytisch, wenn auch 
mit verminderter Geschwindigkeit (Versuch 9 und 11). Das kénnte nicht 


Tabelle 5. 


Wirkung von NaF und Jodessigsiure auf die durch H.D.P. 
und A.J.P. induzierte Phosphorylierung im Macerationssaft. 


> Ansatz: Im Volumen von 5 cem sind neben wechselnden Mengen Mace- 


rationssaft 0,25 eem Co-Zymase (10 Co.E.), 0,25 '/,)mol. MgSO,, 5 mg Acet- 


) aldehyd und die in der Tabelle angegebene Menge Phosphat enthalten. Die 
 Konzentration des NaF entsprach n/25, die der Jodessigsiure 5 mg in 5 ccm. 















































y g = P-Schwund 
N & 
m |S 4 Hemmungs- | % ‘& ; , 
o|/@a Zugesetzter Ester ‘ ee pee | oe | ok 
sis” kérper E 22/1 3S | 3a 
BS Fi aw!| ako! fo 
> a 7. oC aoe eta Sl on o 
1 | 0,4 Ohne Zusatz — 1,585} — 0 — 
21 0,4 | 10mg Adenylsiure + 
Phosphoglycerinsiure — 1,585] — /| 1,435) — 
entspr. 1,5 mg P 
8 | 0,4 desgl. NaF 1,585) — 0 — 
41 0,4 desgl. Jodessigsiure | 1,585] — 0 — 
5 | 0,4 | A.T.P. entspr. 1,71 mg P _ 1,585] — | 1,435) — 
6 | 0,4 desgl. NaF 1,585} — |0,520; — 
7 | 0,4 desgl. Jodessigsiiure | 1,585} — 0 _ 
8 | 0,16] H.D.P. entspr. 0,16mg P sos 2,086 | 0,808 | 0,722) — 
9 | 0,16 desgl. NaF 2,086 | 0,190 | 0,401 | 0,524 
10 | 0,16] H.D.P. entspr. 0,23mg P — 2,086 | 1,387 | 1,983; — 
11 | 0,16 desgl. NaF 2,086 | 0,586 | 0,929 | 1,211 
© 12] 0,16 desgl. Jodessigsiure | 2,086} — 0 — 


Die Vergiftungsversuche ergeben also, daB NaF die durch A.T.P. in- 
duzierbare Phosphorylierung vollkommen unterbindet, wenn man von dem 
System Phosphoglycerinsiure-Adenylsiure ausgeht. Diese Vergiftung der 
Reaktion tritt nicht ein, wenn man A.T.P. selbst zum Versuchsansatz gibt; 


| aber wiederum ist die Geschwindigkeit der Phosphorylierung, ahnlich wie 


bei der durch H.D.P. induzierten Phosphorylierung vermindert. Mit Jod- 
essigsiure wird jegliche Uberfiihrung von anorganischem Phosphat in orga- 
nische Bindung stillgelegt; die Jodessigsiiure greift in das Oxydoreduktions- 
system ein"), ein Beweis, wie sehr Oxydoreduktion und Phosphorylierung 
zusammenhingen. 

Zwischen der Wirkung von NaF auf die durch H.D.P. induzierte 
Phosphorylierung im rohen Enzymsystem des Macerationssaftes und auf die 
im m gereinigten Enzymsystem, besteht ein Unterschied. Wiahrend namlich 


4) O. Meyerhof u. W. KieBling, Biochem. Z. 267, 313 (1938). 
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die Geschwindigkeit der Phosphorylierung im unreinen System durch 7). 
gabe von NaF vermindert wird, ist das bei Anwendung des reinen System, 
nicht der Fall. Die Wirkung des NaF wird also nicht die erste Stufe de 
Phosphorylierung, die allein im reinen Phosphorylierungssystem eintritt, 
sondern die zweite Stufe des Reaktionssystems treffen, die vom Monoestez 
zum Diester fiihrt. 


Tabelle 6. 


Wirkung von NaF auf die durch H.D.P. induzierte Phosphory. 
lierung im gereinigten System. 


Ansatz: Im Volumen von 15 ccm sind enthalten: 4 ccm Zwischenferment |, 
1ecem Flavinenzym, 2 ccm Co-Zymase (80 Co.E.), 1 cem Zymohexase ay 
Muskel, 1 ccm '/,, mol. MgSO,, 15 mg Acetaldehyd, 100 mg Glucose, Hexose. 
diphosphat entspr. 6 mg P und Phosphat. Die angewandte NaF-Konzen. 
tration war n/25. Angaben bedeuten Phosphatumsatz in mg P im ganzen Ansat, 





Phosphorschwund nach 





Versuchs- NaF Phosphorgehalt 
Nr. zu Beginn 2 Stunden 4 Stunden 





































1 ~ 5,88 4,28 5,38 
2 + 5,88 4,48 5,42 














In der folgenden Tabelle werden Versuche mitgeteilt, die zeigen, dai 
Phosphohexonsiure, dargestellt durch Oxydation von Glucosemonophosphor- 
siiureester mit Brom, die Phosphorylierung nicht induziert, wihrend Neu- 
berg- und Robisonester dazu imstande sind. 


Tabelle 7. P 


Ansatz: In einem Volumen von 6,5 ccm sind enthalten 0,5 ccm Macerations- 
saft. 100 mg Glucose, 0,5 ccm '/,. mol. MgSO,, 10 mg Acetaldehyd, 0,5 ccm 
Co-Zymase (20 Co.E.). Angaben bedeuten mg Phosphatumsatz im ganzen Ansatz He ;, 


























Phosphor- | Phosphor- 
Veructn: Zugesetzter Ester gebalt sake nach a 
Nr. zu Beginn | 30 Minuten 

1 Ohne Zusatz 2,405 2,405 ; 

2 Neubergester entspr. 0,5 mg P 2,405 0,130 z 

3 Robisonester entspr. 0,5 mg P 2,405 0,130 4 

4 Phosphohexonsiure entspr. 1,5 mg P 2,405 2,405 ie 


II. Versuche zur Isolierung und Charakterisierung der Phos § ; 
phatese. — Abtrennung der Oberhefenphosphatase und der Pyro- 
phosphatase von der Phosphatese. Aus den Angaben von H. und 
E. Albers") geht hervor, daB die Oberhefenphosphatase in die Macera- 
tionssifte aus Trockenbierhefe nur in geringem Ma8e in Lésung geht. Dem 
ist es wohl zu verdanken, da8 die Zwischenfermente, aus solchen Macera- 
tionssiften dargestellt, vollkommen frei von der bei saurem py wirksamen 
Oberhefenphosphatase sind. 











15) Diese Z. 236, 47 (1935). 
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durch 2, Tabelle 8. 

“em Bestimmung der Phosphatasen im Zwischenferment 
om di mit a- und #-Glycerophosphat bei verschiedenem pg. 
: In Titt, 






Ansatz: Im Volumen von 12,5 cem sind a- bzw. §-Glycerophosphat entspr. 
mg P, 1 cem 1/,9-MgSO,, 8,5 ccm Zwischenferment enthalten. Zur Be- 
.timmung wurden 5 cem mit 5 cem 10°), iger Trichloressigsiure enteiweiBt; 
vom Filtrat des EiweiBniederschlages wurden 5 ccm zur P-Bestimmung ver- 
yendet. Zeit 4 Std. Temperatur 30°. Angaben bedeuten mg P-Zuwachs 
im ganzen Ansatz. 


Monoeste; 









sphory. 






































ferment | — 

EASE aus Substrat Pa = 4,0] 5,0 6,2 7,2 8,3 9,0 

», Hexose. 

'- Konzen. [,.Glycerophosphat 0,00 | 0,015 | 0,271 | 0,134 | 0,071 | 0,00 
n Ansat, fi J-Glycerophosphat 0,00 0,00 0,015 | 0,020 | 0,00 0,00 
———— 

1ach Dagegen findet man im Zwischenferment reichliche Mengen Pyrophos- 
oe ay Sphatase. Man trennt sie, dhnlich wie die Unterhefenphosphatase, gemeinsam 





mit ihr durch vorsichtige Adsorption mit Tonerde Cy bei py = 6,4 von der 






7 Phosphatese und Dehydrase ab. 

42 Beispiel: 82 cem Zwischenfermentlésung, mit verdiinnter Essigsiure 
auf py = 6,4 eingestellt, werden 2mal mit je 4 ccm C, (80 mg Al,O,) und 

yen, daj [ei mal mit 3 ecm C, (60 mg Al,O,) adsorbiert. Die Restlésung ist frei von 

hosphor. (e" Pyrophosphatase, wihrend die phosphatetische Wirkung zu einem groBen 

nd Ney. @ Teil noch erhalten ist. 


Tabelle 9. 


i Pyrophosphatasebestimmung: In einem Volumen von 12,5 ccm sind 2 ccm 
Pyrophosphatlésung (entspr. 4,6 mg P), 0,6 ccm '/,, mol. MgSO, und 4 ccm 
rations: i Zwischenferment enthalten. Py = 7,0. Temp. 30°. Zeit 4 Std. 






































— Der Phosphorylierungsansatz enthilt in einem Volumen von 12,5 ccm 
naan, 100 mg Glucose, H.D.P. entspr. 6 mg P, 2 cem Co-Zymase (50 Co.E.), 1 cem 
Ries, > MgSO,, 10 mg Acetaldehyd, 4 ccm Zwischenferment, 0,5 ccm gelbes 
oon Ferment, 1 cem Zymohexase aus Muskel und Phosphat. 

inuten 

== FE Pyrophosphatasewirkung ~| Phosphatesewirkung 
405 4 =~ 
130 : P-Ge- | P-Ge- | pga. ae Y 
130 bs halt zu/| halt n. °/, Sp.| halt zu} halt n. ° 
105 a Beginn | 4 Stdn. wachs Beginn | 4 Stdn. | Synth. 
Phos- | Ausgangslisung | 1,625 | 5,876 | 3,751 | 81,5 | 8,630 | 0,833 17 
Pyro: Restlésung . . | 1,650 | 1,683 | 0,033 0,8 | 8,638 | 2,033 44 
I. und 

a In einem anderen Beispiel war die Abtrennung der Pyrophosphatase 
Dem @ 20¢h vollstindiger. 

facera: Je Abtrennung der Phosphatese von der Dehydrasekompo- 
samen | ente. Adsorbiert man Zwischenfermentlésungen bei py = 6,4 mit gréBeren 


Mengen Tonerde als bei der Phosphataseabtrennung, so kann eine voll- 
kommene Adsorption der Phosphatese erreicht werden; die Restlésung zeigt 
dann noch starke Dehydrasewirkung auf Robisonester. Mit sicherem Erfolg 
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gelingt auch die Darstellung von phosphatesefreier Dehydrase durch frat. eitg 

tionierte Elution der Adsorbate; wihrend mit verdiinntem Ammoniak kein * abo 
u 





Phosphatese eluierbar ist, gehen hingegen mit sekundirem Phosphat beid 
Enzyme in Lésung. 

Beispiel: Wir adsorbieren 40 ccm Zwischenfermentlésung 2 mal yj 
je 10 ccm (200 mg Al,0,) Tonerdesuspension C, bei py = 6,4, eluieren dy 
Adsorbat zuerst mit 20 ccm 0,03 mol. Ammoniak, dann mit 20 cem sekyp. 


jieruDgs! 
















direm Phosphat (entspr. 20 mg P). 
























































E. Adler, Diese Z. 285, 122 (1985). 
”) A. Schiéffner u. E. Bauer, Diese Z. 225, 245 (1984). 
18) Diese Z. 231, 158 (1935). 19) Ber. chem. Ges. 68, 1448 (1935). 


































Tabelle 10. aus 
Ansatz zur Dehydrasebestimmung wie in Tab. 1; Ansatz zur Bestimmung bh tee 
der Phosphorylierung wie in Tab. 9. suchune 
phoryli¢ 
Dehyd Beet 
b sath sale Bestimmung der Phosphorylierung aud 
Ang. -_— y 
; ang. | Ent- | ang. |p.Gehalt|_ "/, fe der 208 
Enzymlésung | Enzym-|firbungs- Enzym- ss Synthese Synthese lierung 
menge zeit menge ; nach nach so 
ccm | in Min. | ccm Beginn | 2 Stdn. | 4 Stdn, einer Zt 
— — ——- ——— > yon Fla 
Ausgangslésung 0,25 5 1 5,15 14,7 30 Phosph 
Restlésung .. | 1,0 13 4 5,26 0 0 F 
4 2,0 7 “ie oe _ — ist es 
% NH,-Elution. . 1,0 11 4 5,18 0 0 denn et 
i. 2,0 6 _— = _ — redukti 
: Phosphatelution 1,0 7 4 5,15 16 30 | gerufen 
* Die Rolle des Magnesiums bei der Phosphorylierung"), Die wird ¢ 
t durch H.D.P. induzierbare Ubertragung von anorganischem Phosphat in 
= organische Bindung tritt nur in Anwesenheit von Magnesium ein. In dem Ansatz 
: in der Tab. 11 angegebenen Versuch ist die vollkommene Abtrennung der fermen 
¢ Magnesiumionen von den Komponenten des Enzymsystems noch nicht gan: MgSO, 
- erreicht. Die maximale Konzentration der Mg-Ionen liegt anscheinend zwischen 
y : "l200— "/eoo mol. —_ 
# Tabelle 11. 
t °/,-Synthese | 24 | 55 | 76 | 17 
4h Konzentration des zugesetzten Mg | 0 | cos SY ss | 1/495 mol. 
5 Wirkung von SH-Grupppen auf die Phosphorylierungs- 
:: reaktion. Die Phosphorylierungsreaktion im gereinigten System wird durch Bei 7 
ze Zugabe von Cystein nicht gehemmt, wihrend, wie wir nachgewiesen haben, von G 
die Hefephosphatase, die optimal bei p,, = 6,4 reagiert, durch SH einer Ohne 
Hemmung unterliegt'’). Dieser letztere Befund wurde zwar von K. Késter von G 
und Th. Bersin'’) bestritten, konnte aber von H. Albers’*) neuerdings ] 
1) Vgl. K. Lohmann, Biochem. Z. 237, 470 (1931); H. v. Euler u ae 
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21 
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an weitgehend gereinigtem Enzymmaterial bestitigt werden. Wir finden bei 
Mugabe von Cystein meist eine geringfiigige Aktivierung der Phosphory- 
lierungsreaktion, die méglicherweise auf der Ausschaltung von Schwer- 
metallsalzen beruht**). 

Beispiel: Versuchsansatz wie in Tab. 9. In 1'/, Stunden treten ohne 
qugabe von Cystein 39°/, Synthese ein, bei Zugabe von 2 mg Cystein-HCl 
im Versuchsansatz von 12,5 ccm 40°/,, bei Zugabe von 20 mg Cystein-HCl 
45°), Synthese. 

Zusammenhang zwischen Oxydoreduktion und Phosphorylierung. — 
'Wirkung des Flavinenzyms. In der zweiten Mitteilung dieser Unter- 
7 suchungsreihe*) konnte die Mitwirkung des Flavinenzyms bei der Phos- 
phorylierungsreaktion nicht deutlich gezeigt werden. Das riihrte davon her, 
=f daB Zwischenfermentlésungen oft noch geniigend groBe Mengen von Flavin- 
enzym enthalten. Ein durch Phosphatelution aus Tonerdeadsorbaten ge- 












in 
se reinigtes Zwischenferment bedarf zum Eintritt der Phosphorylierungsreaktion 
, der Zuagabe von Flavinenzym, ein weiterer Beweis, wie eng die Phosphory- 
hese [ee lierung mit der enzymatischen Oxydoreduktion zusammenhingt. 

oh So ergab in einem Versuchsbeispiel das System ohne Flavinenzym in 


dn. J einer Zeit von 4 Stunden eine Synthese von nur 3,4°/,, wihrend bei Zugabe 
= von Flavinenzym in der nimlichen Zeit 30°/, des zugesetzten anorganischen 
; Phosphats in organische Bindung iibergefiihrt wurden. 

Fir die beiden Reaktionen der Phosphorylierung und der Oxydoreduktion 
ist es charakteristisch, daB sie sich gegenseitig beecinflussen kénnen*'); 
denn es wird nicht nur die Phosphorylierung durch die begleitende Oxydo- 
reduktion von Dioxyacetonphosphorsiure und des Acetaldehyds hervor- 

' gerufen, sondern auch die Oxydoreduktionsreaktion zwischen beiden Kérpern 
ie. Wird durch die Phosphorylierungsreaktion beschleunigt. 


1 Tabelle 12. 

 ® Ansatz: In einem Volumen von 12,5 ccm sind 4ccem gereinigtes Zwischen- 
: ferment, 2 cem Co-Zymase (50 Co.E.), 0,5 cem Flavinenzym, 1 cem '/,, mol. 
“i MgSO,, 15 mg Acetaldehyd, Dioxyacetonphosphorsiure entspr. 3,6mg P 




















. : und Phosphat enthalten. 
¥ Bilanz des anorganischen | Bilanz des alkaliverseifbaren 
“FE Phosphates Phosphates 
P-Gehalt | P-Gehalt verseifbarer P | Abnahme 
°/, Syn- des ver- 
zu nach : 
: these zu pach seif baren 
Beginn | 4 Stdn. Beginn | 4 Stdn. P 
Be Sas 5,631 | 38,326 41 8,628 | 0,728 2,905 
> von Glucose ’ ’ ’ , , 
' Ohne Zusatz 
5 von Glaseee 5,631 | 5,640 0 8,742 | 2,202 1,540 




















' Das Beispiel zeigt, daB die Abnahme der Dioxyacetonphosphorsiure, 
' gemessen an dem durch Alkali leichtverseifbaren Phosphor, viel rascher 
eintritt, wenn gleichzeitig die Phosphorylierung von Glucose stattfindet. 


*) Wagner-Jauregg u. E. F. Moller, Diese Z. 286, 222 (1935). 
1) Vgl. Z. Dische, Naturw. 22, 776 (1934). 








are sin eel ta aac acai ad tating 


ey 
a ee eT ae . 
EOC ee esa oe # Devabeiotens 


— . — 
SE py ne rat ma gene eR, M 



















































pS St 





























Uber das Bilifuscin. 


Von 


Edgar Weinberger. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat zu Prag.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. November 1935.) 








DaB in der Galle verschiedener Tiere neben dem Bilirubip 
und dem ihm nahestehenden Biliverdin noch andere Farbstoffe 
vorkommen, welche auch als typische Gallenfarbstoffe anzuschep 
sind (im Gegensatz z. B. zu dem aus der Nahrung stammendey 
Bilipurpurin), ist wohl auBer Frage, doch ist leider von den letzterey 
Farbstoffen keiner krystallisiert erhalten und als chemisches Inidi- 
viduum charakterisiert. GroBenteils hingt dieser MiBerfolg damit 
zusammen, daB zur Darstellung von Gallenfarbstoffen fast aus- 
schlieBlich nur Gallenkonkremente verwendbar sind, an sich von 
verschiedener Zusammensetzung auch in Beziehung auf ihre Farb. 
stoffe (das Verhialtnis von Bilirubin zu anderen Gallenfarbstoffen), 
meist vor der Verarbeitung das Ergebnis jahrelanger Sammlung, 
bei wenig sorgfaltiger Aufbewahrung dadurch vielleicht auch schon 
verindert. W.Kiister hat mehrfach auf verschiedene Modifika- 
tionen des Bilirubins hingewiesen, auf die Empfindlichkeit und 
Verinderlichkeit desselben wihrend priparativer Darstellungen, 
auch auf die Verluste bei Reindarstellung von Bilirubin aus Rob- 
bilirubin, und schien geneigt zu sein, die meisten Farbstoffe der 
Gallensteine als Zersetzungsprodukt des Bilirubins hypothetisch 
zu deuten. Allerdings bezogen sich seine Untersuchungen im 
wesentlichen auf Gallensteine vom Rind, und auch in diesen fand 
er einen sicher nicht zur Bilirubingruppe gehérenden Farbstof, 
Choleprasin genannt’), 

Unter den dem Bilirubin nicht nahestehenden Gallenfarb- 
stoffen schien das Bilifuscin am ehesten einer Charakterisierung 
zuginglich zu sein. Seinerzeit hat v. Zumbusch?) eine Charakte- 
risierung des Bilifuscins versucht. Nach den Analysenwerten 
wurde seinem Bilifuscin eine recht komplizierte Formel zuerkannt, 





) Diese Z. 47, 822 (1906); 59, 71 (1909). 
7) Diese Z. 31, 446 (1900). 
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» Seine Analysen hier anfiihren zu diirfen. 
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welche dazu gefthrt haben mag, da8 in Hammarstens Lehrbuch 
der physiologischen Chemie (1926, S. 347) von seinem Bilifuscin 
gesagt ist, es ihnle mehr einer Huminsubstanz. 

- Da v. Zumbusch uns gelegentlich mitgeteilt hat, er vermute 
einen Fehler in den Stickstoffbestimmungen seiner Priparate, 
wurden in unserem Institute uns freundlichst von ihm tibersandte 
Originalpraparate durch F’. Haurowitz}) neuerdings analysiert; 
es ergaben sich in der Tat andere Stickstoffwerte, u. zw. bei 
'3 Bestimmungen aus verschiedenen Priparaten: 

6,22, 6,36, 6,28°/, N, im Mittel 6,29°/, N. 
Durch diese Korrektur mu8 ein anderes mégliches Formelbild fir 


die Zusammensetzung des Bilifuscins avgenommen werden. Als 
einfachste Formel (zur Orientierung) kénnte angenommen werden 


C,,H,,NO,: 
| Ber. C 64,29 H 8,03 N 6,25 O 21,43 
Gef. ,, 64,58 » 8,10 » 6,29 » 21,07, 


Keinesfalls ist das Bilifuscin Zumbuschs in Beziehung zum 
Choleprasin und zum Bilinigrin Kiisters zu bringen. 

Da im hiesigen Institut wieder eine gréBere Menge mensch- 
licher Gallensteine gesammelt worden war (getrocknet etwa 2,5 kg) 
und die Gallensteine des Menschen von den Rindergallensteinen 
doch so auffallend verschieden sind, habe ich auf Wunsch von 
Herrn Prof. Zeynek versucht, aus diesem Material unter Beriick- 


 sichtigung der neueren Erfahrungen den als Bilifuscin bezeichneten 


Farbstoff zu isolieren. 


Die zerkleinerten Konkremente wurden durch 2 Wochen mit Ather 
extrahiert. Es blieb ein im Ather ungeléster Riickstand in der Menge von 


| 873 g zuriick, der vom haftenden Ather im Vakuum befreit wurde. Dieses 


Pulver wurde mit Wasser verriihrt, gekocht, filtriert und wiederholt mit 
siedendem Wasser ausgewaschen, hierauf wurde mit 5°/,iger Essigsiure 
extrahiert. Da diese Behandlung Calciumphosphat nicht vollstindig entfernt 


; hatte, wurde das auf dem Filter befindliche Pulver noch mit 5°/,iger heiBer 


Salzsiure digeriert, bis in dem Filtrat weder Calcium noch Phosphorsiure 
nachweisbar waren. Die Waschfliissigkeiten bei der Behandlung mit Essig- 
siure waren schwach gelb gefirbt, bei der Behandlung mit Salzsiure wiesen 


; sie einen Stich ins Griine auf, nahmen aber, nachdem die Hauptmenge der 


Salzsiure durch Waschen mit Wasser entfernt war, wieder den urspriing- 


lichen gelben Farbton an. Bei griindlichem Wegwaschen der Salzsiure 


mit heiBem Wasser gingen, nachdem die Filtrate schon nahezu farblos ge- 


| Wesen waren, Farbstoffe in kolloidale Lésung, aus welcher sie durch Zusatz 
; Von Siure ausflockten. 





1) Herrn Prof. F. Haurowitz danke ich bestens fiir die Erlaubnis, 
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Keiner dieser Ausziige zeigte unter dem Spektroskop charakteristisch 
Absorptionsstreifen. 


Nach dieser Behandlung, bei welcher etwa 65 Liter Fliissigkeit ver. 
wendet worden waren, verblieb ein vakuumtrockener Riickstand von 73 g. 


Dieses Pulver wurde im Dunkeln mit reinem Chloroform extrahiert 
Nach 4tagiger Extraktion war die ablaufende Fliissigkeit nahezu farblos, 
Der Riickstand des Chloroformextraktes wurde in einer Stickstoffatmosphire 
bei Zimmertemperatur mit Weingeist extrahiert, die tiefbraune alkoholische 
Lésung wurde im Vakuum eingeengt, durch 2 Tage im Eisschrank auf. 
bewahrt, wobei sich etwas Bilirubin abschied. Von diesem wurde abfiltrier 
) (Filtrat A). 
he Der nach der Chloroformextraktion unléslich gebliebene Teil de 
Hes Gallensteinpulvers wurde nach Verdunsten des Chloroforms durch 5 Tage 
mit Weingeist im Soxhlet-Apparat extrahiert, nach welcher Zeit der Wein. 
geist fast ungefirbt abfloB. Der Alkoholextrakt wurde auf etwa 300 ccm 
eingeengt (Stickstoffatmosphire) und 2 Tage im Kisschrank aufbewahrt. E; 
schied sich wihrend dieser Zeit eine geringe Menge eines roten Farbstoff 
ab, von dem filtriert wurde (Filtrat B). 


Filtrat A und B wurden miteinander vereinigt, nach Entfernung de: 
Alkohols wurde mit Wasser ausgelaugt, dann in méglichst wenig Chloro. 
pHs form gelést. Die Chloroformlésung wurde mit der 20fachen Menge Athen 
| versetzt, die daraufhin entstandene Fillung mit Ather gewaschen, wobei 
noch etwas Farbstoff in Lésung ging. Zur sicheren Entfernung der letzten | 
Spuren von Bilirubin wurde das Priparat mehrmals mit Chloroform ver 
rihrt und filtriert. Die ersten Filtrate gaben noch eine deutliche Diazo- 
reaktion, die folgenden nicht mehr. chara 
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Der so erhaltene Farbstoff war als Bilifuscin anzusprechenf ach 
We und auch den von v. Zumbusch erhaltenen Priparaten ver-— 
Eth gleichbar. Er ist in trocknem Zustand schwarz, unléslich in Ather,™ Fich' 

: wenig léslich in Chloroform, Methyl- und Athylalkohol, recht leicht 
léslich in Eisessig und Pyridin, aus beiden letzteren Lésungen® arom 
durch Ather gut fallbar. Auffallend ist die gute Léslichkeit infty 
Mischungen gleicher Teile von Chloroform und Methyl- oder Athy!- 


alkohol; bei mehrtaigigem Stehen dieser Lésungen in der Kite : % 
fallt ein Teil des Farbstoffes aus. Alle Versuche, den Farbstoi & pak 


krystallisiert zu erhalten, waren ergebnislos; sie zeigten seine Emp- 
findlichkeit, indem nach wiederholtem Abdampfen der Lésungen & Quel 
die Riickstinde eine geringere Lislichkeit als urspriinglich aut: 
wiesen. Die Darstellung von Estern des Farbstoffs gelang mi 1 
nicht, doch war nach Einleiten von HCl-Gas die Liéslichkeit im & lich 
Alkohol—Chloroformgemisch wesentlich erhdht. : 


Die elementare Zusammensetzung ergab sich zu 
C 63,2 H 6,24 N 6,02, 5,98 O 24,6, 
Chlor und Schwefel fehlten. 


‘ PRR AAEM Pg ih pt sow a reps 
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istisch Vom Biliverdin ist es in der elementaren Zusammensetzung 
besonders durch den niedrigen N-Wert unterschieden (Biliverdin 
N 9,27°/,). Verglichen mit den von v. Zumbusch dargestellten 
rahiert fae aparaten zeigen sich auch Differenzen, doch sind diese bei der 
‘arblosaAnnahme einer Oxydation meines Priparates geringfiigig. Kine 
sphirds Oxydation ware zum Teil durch das lange, wenig sorgsame Auf- 
Olisch hewahren der Gallensteine, zum Teil durch die langwierige Be- 
Hey handlungsweise bei der Gewinnung meines Priparates zu erkliren, 

bedingt durch die Bemiihung, doch eine krystallisierte Fraktion 
il dee gewinnen zu kénnen. Es muB ferner betont werden, daB weder 
» Tage y, Zumbusch noch ich Kriterien fiir die Reinheit dieser Bili- 
Wein fuscinpraparate erbringen kénnen; nur das Vorhandensein eines 
° cen vom Bilirubin und seinen Derivaten unterschiedenen, echten 





eit Ver. 
n 73 g. 










oe Gallenfarbstoffes war vorerst klarzustellen. 
| In diesem Sinne sind folgende Reaktionen zu werten: 
“Tag | 1. Die Gmelinsche Gallenfarbstoffreaktion und ihre Modi- 
there fikationen sind negativ. 
vobei 2. Die Diazoreaktion ist negativ. 
eo 3. Die Gluzinskische Reaktion?) ist negativ. 
ia | 4, Mit alkoholisch—-ammoniakalischer Zinklésung tritt kein 


charakteristischer Absorptionsstreifen auf (Bilicyanin), ebenso nicht 
‘hen nach Behandlung mit alkoholischer Zinkacetatlésung und Jod?). 


ver: 5. Die Pyrrolreaktion mit dem mit Salzsiure getrinkten 
her, Fichtenspan ist negativ. 
icht 6. Mit Salpeterséure nach W. Kiister*) behandelt, tritt kein 


5&1 aromatischer, an Nitrobenzol erinnernder Geruch auf. 
ine : : 
Uber das sonstige Verhalten des Priparates, insbesondere 


) |. : . . 

a ' beziiglich seines Farbstoffcharakters ware mitzuteilen: Der Kérper 
of @ lost sich in Ammoniak und in waBrigen Alkalien mit tiefbrauner 
nb © Farbe auf, diffundiert aus diesen Liésungen nicht durch Pergament- 


en @. Papier, wird durch Ansiuern in braunen Flocken gefallt, die zwar 
if. Quellungserscheinungen hydrophiler Kolloide zeigen, doch bei 
' weitem nicht in dem Mae wie Huminsubstanzen. Die Loésung 
> in Kisessig ist griinlich-braun und wird auf Salzsiurezusatz deut- 
' lich grin. 


nur 
1m 


1) Jber. Tierchem. 27, 446 (1998). 
*) C. r. Soc. Biol. 64, 297, 299 (1908). 
*) Diese Z. 47, 307 (1906). 
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Das Tinktionsvermégen der alkalischen Lésungen ist ein }; 
deutendes. Es wurde bei gleicher Lichtquelle mit Bilirubin yy 
mit einem aus Torfmoor gewonnenen Humin verglichen. ( 
winnung des Humins: nach vorausgegangener Extraktion « 
Moors mit Wasser, Alkohol und Ather wurde in Alkali gelig 
und mit Saure gefallt. Der Niederschlag wurde noch mit Acet) 
extrahiert.) In alkalischer Lisung war bei einer Schichtdick 
von 8 ccm eine Farbung gerade noch erkennbar bei 


(Aus. 


in I 
Bilirubin, bei einer Verdiinnung von etwa.......- ~. 1:10-10' MaPyr 
Bilifuscin (eigenes Priiparat), bei einer Verdiinnung von etwa 1: 6-10 Hepho 
Bilifuscin (Zumbusch), bei einer Verdiinnung von etwa . . 1: 4-10' Mya; 
Humin, bei einer Verdiinnung von etwa........ . 1:10-10 
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7 Der optische Vergleich des eigenen Praparats mit dem vw 
Zumbusch zeigte bei diesem eine intensive braune Farbe, li 
dem eigenen Priparat eine braune Farbe mit einem Stich in 
Griine. 

Demnach kann das Bilifuscin als ein Farbstoff von starke 
Farbekraft angesprochen werden und ist wohl als einigermaba 
charakterisierter typischer Gallenfarbstoff anzuerkennen. Durd 
sein Vorkommen in Wiener wie in Prager Gallensteinen von 
Menschen ist es auch nicht als lokales Vorkommen zu betrachten 
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» 47, 249 (1935). Uber die enzymatische Synthese der Adenosintriphosphor- ) 

-) siure aus Adenylsiure durch giirende Hefe und durch Hefe-Mazerations-aft aq 

» vel. Neuberg, Biochem. Z. 280, 163 (1985), C. Lutwak-Mann u. T. Mann, 
4.2.0.) und P.Ohlmeyer, Biochem. Z. 283, 114 (1935). i 








und Stickstoffbestimmungen von Trichloressigsiiure-Extrakten auf 


‘der Léwenbrau A.-G. Miinchen konnte ich aus 200 g Frischhefe 
}(Stamm RS) 60 mg adenosintriphosphorsaures Silber isolieren. Die 
}Ausbeute betrigt etwa ein Viertel der von Lutwak-Mann und 


‘Trichloressigsiure bei 0° extrahiert, das Zentrifugat in schwach 
‘alkalischer Lésung mit Calciumchlorid gefillt und das Calcium- 
‘salz tiber das Quecksilber-, und nochmals Calciumsalz ins Silber- 
'salz verwandelt (entsprechend der von K. H. Barrenscheen und 
/W. Filz") fir die Aufarbeitung von Muskulatur angegebenen Vor- 
schrift). Die optische Drehung der aus Hefe dargestellten Adeno- 


‘Vergleich dargestellten Verbindung identisch. Auch beziiglich der 





Isolierung von Adenosintriphosphorsaiure aus Hefe. 
Von 


Th. Wagner-Jauregg. 



















(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Medizin. Forschung, Heidelberg, Institut fiir Chemie.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Dezember 1935.) 









Aus Untersuchungen von K. Lohmann!) ist bekannt, dab 
in Hefen Verbindungen mit leicht hydrolysierbarer Phosphorsiure 
(Pyrophosphate) enthalten sind, in denen die leicht abspaltbare 
Phosphorsdure teilweise an Nucleotide gebunden ist. C. Lutwak- 
Mann und T. Mann?) stellten kiirzlich durch Phosphorsiure- 

















analytischem Wege fest, daB 100 g frische Bierunterhefe der | | 
Brauerei A.-G. Lemberg iiber 50 mg Adenylsiure als Adenosin- | a. 
triphosphorsiure gebunden enthalten. J. K. Parnas’), H.O.Meyer- if 
hof*) sowie H. vy. Euler®) nehmen an, dab die Adenosintriphosphor- 
siure nicht nur bei der Glykolyse im Muskel, sondern auch bei 
der Girung in Hefe als Phosphatdonator fungiert. 

Im Hinblick darauf erschien es wiinschenswert, Adenosin- 
triphosphorsiiure aus Hefe priiparativ darzustellen und mit der 
aus Muskel isolierten Verbindung zu vergleichen®). Gelegentlich 
der zu anderen Zwecken unternommenen Aufarbeitung von Hefe 





























Mann in der von ihnen untersuchten Hefe analytisch festgestellten 
Menge. Es wurde die frische Hefe mit der vierfachen Menge 





















sintriphosphorséure war mit der aus Kaninchenmuskulatur zum 


“ sas all nine as nea anes 
eal Sete. xylose 





') Biochem. Z. 203, 164 (1928); 233, 460 (1931) u. zwar S. 467; 241, 
67 (1931). *) Biochem. Z. 281, 140 (1935). | 
*) Biochem. Z. 281, 168 (1935). 4) Ebenda 281, 268 (1935). 
°) Arkiv f. Kemi, Min. Geol. 12B, Nr. 12 (1935). 
®) Vgl. dazu auch H.v. Euler u. E. Adler, Svensk Kemisk Tidskr., 


’) Biochem. Z. 240, 281 (1932). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCXX XVIII. 































Fahigkeit zur Bildung eines blauen Kupferkomplexes?) in alkali. 
scher Lésung zeigte sich kein Unterschied zwischen dem Produkt 
aus Hefe und aus Muskel. Ebenso lieB der Vergleich der Wirk. 
samkeit als Phosphatdonator im System der Glucosedehydrierung 
nach H.y. Euler und E. Adler’) keinen Unterschied zwische, 
Muskel- und Hefe-Adenosintriphosphorsaiure erkennen, so daB ay 
deren Identitat nicht zu zweifeln ist. 

AuBer Adenosintriphosphorsiure erhielt ich bei der Auf. 
arbeitung der Hefe gelegentlich noch anorganisches Pyro. 
phosphat und ein Bariumsalz, in dem ?/, der Phosphorsiiure 
leicht abspaltbar waren und das Stickstoff und Phosphor im Ver. 
haltnis 4:3 enthielt, demnach wahrscheinlich Inosinpyrophos. 
phorsaure. Dieser Befund stimmt mit den Angaben von Lob- 
mann sowie Lutwak-Mann und Mann iiberein, wonach aufer 
Adenosintriphosphorsaure noch andere, leicht hydrolysierbare Phos. 
phorverbindungen in Hefe vorhanden sein miissen. 

Das Silbersalz der Adenosintriphosphorsiure aus Hefe wurde zur Ana- 
lyse im Vakuum iiber P,O, getrocknet. 

4,693 mg Subst.: 0.96 mg H,O, 2,27 mg CO, — 6,820 mg Subst.: 
0,453 ccm N, (20°, 750 mm). 

1,000 mg Subst.: 0,2504 mg P.O, (kolorimetrisch nach K. Lohmann 
und L. Jendrasik‘) bestimmt). 

Gef. C 13,29 H 2,29 N 7,64 P 10,93, 
C,oH,,0:3N;P;Ags x 4H,0 Ber. ,, 13,34 ,, 2,85 ,, 7,78 ,, 10,85, 
Hydrolyse: direkt 0,61°/, P,O,. 
7 Minuten in n/1-HCi auf 100° erhitzt 16,85 P,O,, 
nach Veraschung .... . 25,65 P,O,. 
Leicht hydrolysierbares P / schwer hydrolysierbares P = 1,95. 


Zur Bestimmung der optischen Aktivitét wurde das Silbersalz in 
das Bariumsalz verwandelt, ungefiihr 100 mg davon in 5cem H,O + 1,7 ccm 
n/1-Salzsiiure gelést, mit 0,6 cem n/1-Schwefelsiure das Barium ausgef iillt 
und die Lésung mit 2n-NaOH neutralisiert. Die Konzentration der Adeno- 
sintriphosphorsdure in der Lésung wurde durch kolorimetrische Bestimmung 
des P,O,-Gehaltes ermittelt. 


a) Adenosintriphosphorsiiure aus Hefe: 








— 0,65° x 100 
frei = , =— "s 
[a]p (auf freie Siure berechnet) 2 x 1045 80,9 
b) Adenosintriphosphorsiure aus Kaninchenmuskel: 
[a]p (auf freie Siure berechnet) = ee — 30,9° 
D Aree ae 


Barrenscheen und Filz (a.a.0.) geben einen etwas niedrigeren Wert, 
nimlich — 24,2° bis — 26,7° an. 

Herrn H. W. Rzeppa danke ich fiir Mithilfe bei der Aufarbeitung 
der Hefe. 


1) R. Klimek und J. K. Parnas, Biochem. Z. 252, 392 (1932); 
K. Lohmann, ebenda 254, 387 (1932). *) Diese Z. 235, 122 (1935). 

8) Biochem. Z. 178, 419 (1926). Die Phosphorsiureanalysen wurden von 
Herrn Ph. Schuster in der Abteilung Prof. Meyerhof ausgefihrt. 
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Bemerkung zur Elektrodialyse von Oxytocin. 


Von 


N. Das*), B. N. Ghosh und B. C. Guha. 





(Aus dem Indian Instit. for Medical Research, Calcutta, Univ. College of Science, Calcutta 
und Biochemical Laboratory, Bengal Chemical and Pharmaceutical Works, Ltd., Calcutta.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. November 1935.) 


Untersuchungen an Oxytocinpriparaten aus dem Hypophysen- 
hinterlappen des Ochsen durch uns!) und andere haben ergeben, 
daB das Hormon wahrscheinlich basischen oder amphoteren 
Charakter hat. Zur weiteren Klirung dieser Frage unterwarfen 
wir von uns dargestellte Oxytocinpriparate (a. a. O.) der Elektro- 
dialyse bei verschiedenen H-Ionenkonzentrationen. 


Wir benutzten dazu einen Dreizellenapparat aus Glas, dessen mittlere 
Zelle durch Pergamentmembranen von den beiden fuferen getrennt war. 
Die Seitenzellen enthielten 10 cem Pufferlésung vom gewiinschten py; die 
mittlere Zelle war mit 10 cem Hypophysenextrakt vom gleichen py, gefiillt. 
Dann wurde noch 1 cem Puffer zugefiigt. Die Pufferlésung der Seiten- 
zellen wurde durch Glasréhren mit zwei mit Kupfersulfatlésung beschickten 
Becherglisern verbunden. In diese tauchten die Kupferelektroden. Die 
Glasrdhren waren 2mal rechtwinklig gebogen und zur Hilfte gefiillt 
mit Agar, der als Elektrolyt etwas Natriumsulfat enthielt, zur Hilfte mit 
Pufferlésung. Der mit Agar gefiillte Schenkel der Réhren tauchte in die 
Kupfersulfatlésung, der mit Puffer gefiillte in die Seitenzellen. Die Elektro- 
dialyse wurde bei py 5,2, 5,7, 6,8, 7,0, 8,0, 8,8, 9,0, 9,4 und 10,0 aus- 


gefiihrt. Zeitdauer 2—2'/, Stunden. Temperatur unter 4°. Durch- 
 schnittliche Stromstirke 14—15 Milliampere. Bis zu py 7,0 wurde McI1- 
'vaines Puffer verwendet, bei py 7,0—8,0 Phosphatpuffer, bei pq 8,0—10,0 
Boratpuffer. 


Nach unsern Feststellungen wandert das Hormon bei p,, 9,4 


und darunter in betriachtlicher Menge zur Kathode. Bei p,, 10,0 


wurden kleine Mengen der Substanz sowohl an der Kathode wie 


} an der Anode gefunden. Danach scheint das Hormon einen aus- 


gesprochen basischen Charakter zu besitzen oder an eine im 
Hypophysenpriparat befindliche basische Trigersubstanz adsorbiert 


* Lady Tata Memorial Scholar. 
1) Guha und Chakravorty, Ind. J. med. Res. 21, 429 (1933); Das 


F und Guha, ebenda 21, 765 (1934); 22, 157 (1934); 22, 517 (1935). 
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zu sein. Bei p,, 10,0 ist die Bewegung des Hormons sehr triige, 
was vielleicht zu der Annahme berechtigt, daB entweder das 
Hormon selbst eine Base ist, oder daB der isoelektrische Punk: 
des Hormons oder seines Trigers iiber p,, 10,0 liegt. In unser 
Elektrophoreseversuchen — ohne Anwendung von Membranen — 
wanderte das Hormon unter p,, 5,0 zur Kathode, tiber p,, 6,0 zur 
Anode; das kénnte man wohl dahin deuten, daB die Bewegung 
des Hormons weitgehend beeinfluft wird durch die seines Triigers, 

Kine durch Elektrodialyse bei p,, 8,0 erhaltene aktive 
Kathodenfraktion wurde bei p,, 11,0 und Stehen iiber Nacht bei 
Zimmertemperatur vollkommen ivaktiv; ein Beweis dafiir, dat 
die Aktivitét nicht auf eine mégliche Verunreinigung durch 
Histamin zuriickzufiihren ist. Bei p, 8,0—9,0 gewonnene 
Kathodenfraktionen gaben keine Pauly-Reaktion. 

Nach Abschlu8 unserer Untersuchungen erschien eine Arbeit 
von Freeman, Gulland und Randall’) tiber Elektrodialyse- 


versuche an Oxytocinpriiparaten. Sie benutzten in ihrer Appa- | 


ratur Cellophanmembranen und gewoéhnliche Elektroden. Das p, 
wurde durch Zusatz von Alkali und Durchleiten von Kobhlen- 
siiure eingestellt. Die Verfasser fanden bei p,, 8,0 keine Wan- 
derung des Hormons, unter p,, 6,5 verhielt es sich wie ein Kation. 
Auch nach diesen Ergebnissen scheint das Hormon eine Jase 
oder an eine basische Substanz adsorbiert zu sein. 

Unsere Methode (a. a. O.) hat eine Fehlerbreite von etwa 10°). 


Zusammenfassung. 

Oxytocinpriiparate wurden bei verschiedenen H-Ionenkonzen- 
trationen und unter Verwendung nicht polarisierbarer Elektrodei 
der Elektrodialyse unterworfen. Bei p,, 9,6 und darunter wanderte 
das Hormon zur Kathode, bei p,, 10,0 wurden kleine Menges 
sowohl an der Kathode wie an der Anode gefunden. Es wir 
angenommen, da8 das Hormon deutlich basischen Charakter hat 
oder durch die Adsorption an eine deutlich basische Triiger- 
substanz zur Kathode wandert. 


') Biochemie. J. 29, 2211 (1935). 
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Fig. 1. 
Mesobilirubinogen aus Stercobilin-Glaukobilin (Ss. 6 
Etwa 100fache Vergréberung. 





Fig. 2. Fig. 3. 
K-Urobilin aus Mesobilirubinogen, freie Siure aus Aceton (S. 60), 400fache Vergréberung. 





Fig. 4. 
Ester des Stercobilins (S. 61). 500fache Vergroberung. 


Hop»e-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. CCXXXVIII. Tafel I. 


Zu ,,Hans Fischer und Hans Halbach, 
Uber die Konstitution des Stercobilins’*. (Seite 59). 


Verlag von Walter de Gruyter & Co., Berlin. 
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